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1 UVOD 
 
V laboratorijskih pogojih hibridomske celice nastanejo z združitvijo normalnih celic z 
rakavimi celicami. Najbolj pa izraz hibridomi poznamo iz  hibridomske tehnologije, pri 
kateri z zlivanjem celic B in mielomskih celic pridobimo hibridome, ki proizvajajo 
protitelesa določenega tipa. Hibridomsko tehnologijo sta odkrila G. Kohler in C. Milstein 
leta 1975, za kar sta leta 1984 tudi prejela Nobelovo nagrado (Alkan, 2004). Protitelesa 
(Ab), ki jih proizvajajo hibridomi, imenujemo monoklonska protitelesa (mAb), ker jih 
sintetizirajo celice, ki so kloni enega hibridoma. Produkcija monoklonskih protiteles proti 
specifičnemu antigenu je odločilno vplivala na razvoj biologije, medicine in bioindustrije. 
Hibridomska tehnologija je bila eden od temeljev revolucije v biotehnologiji (Milstein, 
1999). Uporaba mAb je zaradi njihove visoke afinitete, selektivnosti in  specifičnosti 
izredno raznovrstna ter vključuje njihovo uporabo v raziskovalne, diagnostične, 
terapevtske in analitične namene (Kuhne in sod., 2014). 
 
1.1  OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Širok spekter uporabe monoklonskih protiteles povečuje povpraševanje po le-teh na trgu. 
Zato prihaja do čedalje večjega pritiska po višji produkciji, ki pa jo omejujejo pogoji za 
optimalno gojenje hibridomov. Količina v farmacevtski industriji proizvedenih protiteles je 
ogromna, medtem ko je produkcija na laboratorijski ravni manjša. V obeh primerih pa je 
težnja enaka: pridobiti čim več čim bolj kvalitetnega produkta. Trenutno se mAb vsaj v 
prvi razvojni fazi proizvajajo kot klasična mAb, kjer se postopek začne z imunizacijo živali 
in uporabo hibridomske tehnologije. Uspešni združitvi celice B z mielomsko sledijo 
presejalni testi in gojenje hibridomov v gojišču, ki mu običajno dodajo fetalni goveji serum 
(FBS). Serum je pomemben vir hranil, vendar njegova uporaba predstavlja določeno 
tveganje za prenos prionov in posledično razvoj prionske bolezni (Lee in sod., 2010). 
Uporaba seruma je prav tako problematična zaradi nedefinirane sestave in razlik v 
proteinski sestavi med različnimi serijami ter visoke cene. Uporaba brezserumskih gojišč 
tako postaja eden glavnih ciljev pri standardizaciji pogojev gojenja z namenom produkcije 
mAb. Gojenje hibridomov v brezserumskih gojiščih lahko zniža ceno procesa, saj 
poenostavi postopke čiščenja produkta in v nekaterih primerih celo zviša produkcijo 
monoklonskih protiteles (Voigt in Zintl, 1999). FBS se pridobiva iz govejih zarodkov zato 
njegova uporaba vzbuja tudi etične pomisleke, kar je še dodaten razlog za zmanjšanje 
njegove uporabe tako v raziskavah kot tudi v industriji (Vandervalk in sod., 2004). Drugi 
problem pri proizvodnji mAb pa je, da pri gojenju hibridomov prihaja do tako 
imenovanega 'overflow' metabolizma: zaradi visokih količin hranil (glukoza, glutamin) se 
začnejo proizvajati stranski produkti (mlečna klislina, amoniak), ki ustavijo rast 
producirajočih celic in količina produkta je tako omejena. Zaradi tega morajo biti 
koncentracije substratov v gojiščih primerno nizke, a še vseeno dovolj visoke za rast, kar je 
še posebej pomembno pri gojenju celic v sistemih brez dohranjevanja (Fernandes in sod., 
2 
Lovšin E. Primerjava in optimizacija metod za gojenje hibridomov v laboratorijskih pogojih.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
2015). Sestava gojišča in drugi pogoji gojenja pomembno prispevajo k rasti celic in 
produkciji protiteles. Hibridomske celice med rastjo relativno hitro porabijo hranila, zaradi 
česar kmalu pride do pomanjkanja hranil in nakopičenja metabolitov (Voigt in Zintl, 
1999). Hibridomi so relativno občutljive celice, zato pri doseganju visokih celičnih gostot 
prihaja do določenih omejitev. Pri mešanju in prezračevanju nastajajo mehanske sile, ki 
negativno vplivajo na celično gostoto in produktivnost (Selimoglu in sod., 2012). 
 
1.2  CILJI NALOGE 
 
Cilj magistrskega delaje bil primerjati metode gojenja hibridomov, raziskati vpliv različnih 
gojišč in načinov gojenja na rast in produkcijo v laboratorijskem merilu. Zanimalo nas je, 
kateri način gojenja in kakšni pogoji omogočajo pridobivanje največje količine protiteles v 
najkrajšem času. Dodatno smo želeli uvesti metodo določanja absolutne koncentracije 
mAb. 
 
1.3  DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Vrsta in sestava gojišč vplivata na rast in produktivnost klonov (testiranje novih 
gojišč). 
- Na rast in produktivnost klonov bo vplival način kultiviranja celic: v gojitvenih 
posodah bo dinamika rasti, viabilnost in produktivnost drugačna kot v gojitvenem 
sistemu, kjer celice med gojenjem mešamo (pri slednjih bo odločilna predvsem 
hitrost mešanja). 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 IMUNSKI SISTEM IN PROTITELESA 
 
2.1.1 Pomen protiteles za imunski sistem 
 
Imunost pomeni zaščito pred nalezljivimi boleznimi. Imunski sistem (IS) sestavljajo celice 
in molekule, ki so odgovorne za imunost. Njihova naloga je skupen koordiniran odziv na 
tujke, kar imenujemo imunski odziv. Sproži se ob stiku z različnimi mikroorganizmi ali 
makromolekulami, kot so na primer proteini in polisaharidi ter druge molekule, ki jih 
sistem prepozna kot tuje. Imunost delimo na naravno (prirojeno) in na pridobljeno imunost. 
Naravna imunost predstavlja prvo raven obrambe pred mikrobi. Sestavljajo jo celični in 
biokemijski mehanizmi, ki so vzpostavljeni, še preden pride do izpostavitve, kar omogoča 
hiter odziv. Na okužbo vsakokrat odgovorijo enako, ne glede na to, ali so ji bili v 
preteklosti že izpostavljeni. V nasprotju s prirojenim odzivom je pridobljeni odziv bolj 
specifičen, saj se s ponavljajočimi se izpostavitvami spreminja, prilagaja in na koncu si ga 
IS tudi zapomni. Sestavljajo ga celice, ki jim pravimo limfociti, ter njihovi produkti, 
večinoma so to citokini in protitelesa (Ab, antibody). Tuje snovi, ki sprožijo pridobljeni 
(specifični) imunski odziv ali jih prepoznajo limfociti in nastala specifična protitelesa, 
imenujemo antigeni (Ag). Prirojeni in pridobljeni imunski odziv med seboj sodelujeta in se 
dopolnjujeta. Pridobljeni imunski odziv delimo na humoralno imunost ter na celično 
posredovano imunost. V okviru humoralne imunosti nastajajo protitelesa, ki jih proizvajajo 
limfociti B oziroma celice B. V okviru celično posredovane imunosti so najpomembnejše 
celice T. Celice B so edine celice, ki so sposobne prepoznave antigonov in so tako ključne 
celice pridobljene imunosti. Celotno populacijo celic B sestavljajo številni kloni, vsak s 
svojim receptorjem za antigen in specifičnostjo (Abbas in sod., 2015). 
 
IS se aktivira ob stiku B-celičnega receptorja (BCR) s tujim antigenom. Vezava antigena 
na BCR sproži delitev in diferenciacijo celic B, ki proizvajajo protitelesa z enako strukturo 
veznega mesta (in zato enako specifičnostjo za antigen, kot jo ima BCR teh celic. Med 
imunskim odzivom se aktivira več različnih celic B (nosijo različne BCR) in klonsko 
namnoženi celicami B sintetizirajo protitelesa različnih razredov proti različnim epitopom 
na antigenu ter imajo do njega različno afiniteto in specifičnost vezave. Govorimo o 
poliklonskih protitelesih, saj jih proizvajajo različni kloni celic B. Na površini vsake celice 
B je približno petdeset tisoč protiteles, ki specifično prepoznajo točno določen epitop. IS 
pa ima več sto milijonov različnih celic B, specifičnih za različne epitope, kar pomeni, da 
lahko IS s protitelesi prepozna vsaj sto milijonov različnih epitopov. Poliklonska 
protitelesa tako omogočajo učinkovit imunski odziv na vdor mikroorganizma v telo, za 
diagnostične namene pa so primernejša protitelesa, pridobljena iz posameznega klona 
celice B, torej monoklonska protitelesa. Prednost le-teh je njihova definirana specifičnost 
in možnost količinsko neomejenega pridobivanja v laboratorijskih pogojih (Obermajer in 
sod.,  2007). 
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2.1.2 Zgradba protiteles 
 
Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so glikozilirani globularni proteini iz superdružine 
imunoglobulinov z molekulsko maso, večjo od 150 kDa. Prisotna so v krvi, tkivnih 
tekočinah ter telesnih izločkih (sluz, solze, slina, urin in mleko doječe matere). Protitelesa 
se razlikujejo po zgradbi, lastnostih in vlogi pri obrambi organizma. Sestavljajo jih dve 
enaki težki polipeptidni verigi, ki jih označujemo z grškimi črkami ɣ, µ, α, δ, ɛ, ter dve 
enaki lahki verigi κ in λ. Posamezne verige med seboj povezujejo disulfidne vezi. 
Struktura protiteles je simetrična in spominja na črko Y. Glede na vrsto težke verige 
poznamo pet različnih razredov protiteles: G, M, A, D in E. Dodatno se delijo še na 
podrazrede, in sicer poznamo štiri podrazrede IgG in dva podrazreda IgA. Težka in lahka 
veriga imata variabilna in konstantna področja oz. regije, ki se razlikujejo v stopnji 
ohranjenosti aminokislinskega zaporedja med različnimi protitelesi istega razreda. 
Konstantne regije (C) so si podobne, razlike med njimi določajo razred in podrazred 
protiteles. Pri IgG lahko verigo sestavlja ena konstantna regija (CL1), težko verigo pa 
sestavljajo tri regije (CH1, CH2 in CH3). Konstantne regije protiteles, predvsem CH2 in 
CH3, so odgovorne za interakcije protiteles z elementi IS. V aminokislinskem zaporedju 
variabilnih regij (V) protiteles pa obstaja večja raznolikost, in sicer na N-koncu lahke (VL) 
in težke (VH) polipeptidne verige. Ta variabilnost določa specifičnost protitelesa za 
antigen. Antigen je katera koli molekula, ki sproži specifični imunski odziv. Antigenske 
determinante ali epitopi so strukturno definirana mesta tridimenzionalne zgradbe na 
antigenih. Kompleksni antigeni imajo več epitopov. Prepoznava antigena je pogojena s 
strukturno skladnostjo protitelesa z epitopi na antigenu. To skladnost določa šest krajših 
segmentov v variabilni regiji: trije segmenti na težki in trije na lahki verigi. Tem 
segmentom pravimo hipervariabilne regije (Obermajer in sod., 2007). Variabilnost v 
aminokislinskem zaporedju med protitelesi je omejena na tri krajše segmente variabilne 
regije težke in lahke verige. Te hipervariabilne regije so dolge približno deset aminokislin 
in so umeščene znotraj bolj ohranjenih regij, ki sicer sestavljajo večji del V regije 
imunoglobulina. Tri hipervariabilne regije VL in tri hipervariabilne regije VH skupaj 
sestavljajo površino, ki je komplementarna tridimenzionalni obliki vezavnega antigena 
(Abbas in sod., 2015).  
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Slika 1: Strukturna oblika protiteles IgG (A) in IgM (B) (Abbas in sod., 2015: 89) 
 
Imunoglobuline delimo na razrede in podrazrede na podlagi razlik v strukturi težkih verig. 
Razredom protiteles pravimo tudi izotipi. C-regije težkih verig istega izotipa imajo v 
osnovi enaka aminokislinska zaporedja. Različni izotipi in podrazredi protiteles opravljajo 
različne funkcije. Vsako protitelo ima vsaj dve vezavni mesti za antigen. Vsako tako mesto 
sestavlja par iz ene težke in ene lahke variabilne regije. Poleg izotipov težkih verig 
obstajata še dva izotipa lahkih verig, κ in λ. Vsako protitelo ima ali dve identični κ lahki 
verigi ali pa dve identični λ lahki verigi. Pri človeku ima približno 60 % protiteles κ-lahke 
verige, pri miših pa so protitelesa s κ lahkimi verigami desetkrat bolj pogosta od protiteles 
z λ-lahkimi verigami. Protitelesa različnih organizmov se razlikujejo v aminokislinskem 
zaporedju konstantnih regij in v skeletnih delih variabilnih regij. Ko Ig prve živali (A) 
damo neki drugi živali (B), slednja prepozna prejeti Ig kot tuja in proti njim sproži imunski 
odziv, ki privede do tvorbe protiteles živali B proti C-terminalnemu koncu protiteles živali 
A. Ta odziv sproži serumsko bolezen, zaradi katere posameznikov ne moremo zdraviti s 
protitelesi drugih živali (Abbas in sod, 2015).  
 
2.1.3 Obstojnost protiteles 
 
Razpolovna doba je čas, v katerem se število protiteles zmanjša za polovico in nam pove, 
kako dolgo protitelo ostane v krvnem obtoku, potem ko ga celica B izloči. Najkrajšo 
razpolovno dobo imajo imajo IgE, in sicer dva dni. Sledijo jim IgA s tremi dnevi in IgM s 
štirimi. Najdlje ostanejo IgG, in sicer od 21 do 28 dni. Za njihovo dolgo razpolovno dobo 
je odgovorna njihova sposobnost vezave na neonatalni Fc receptor (FcRn). Ta receptor je 
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odgovoren za transport maternih IgG skozi placento in črevo novorojenčkov. Pri odraslih 
je FcRn prisoten na površini endotelijskih celic, makrofagov in drugih celicah ter ima 
vlogo reciklaže IgG nazaj na površino celic. To zaščiti IgG pred lizosomi, ki bi jih sicer 
razgradili. Sama razpolovna doba med podrazredi IgG niha, odvisno od jakosti vezave na 
FcRn. Najkrajšo razpolovno dobo imajo IgG3, najdlje pa obstojita IgG1 in IgG2. Dolga 
obstojnost protiteles v organizmu je pomembna prednost pri terapevtski uporabi, kjer 
izkoriščajo zmožnost vezave Fc-dela protiteles na FcRn, tako da z njim ustvarijo fuzijske 
proteine. Terapevtski protein združijo z biološko aktivnim Fc-delom imunoglobulina ter 
mu tako omogočijo vezavo na FcRn in podaljšajo razpolovno dobo po injiciranju v telo 
(Abbas in sod., 2015). 
 
2.1.4 Vezavna sposobnost protiteles 
 
Delovanje protiteles definira njihova sposobnost vezave antigenov. Antigen je vsakršna 
snov, ki jo lahko vežeta ali protitelo ali T-celični receptor. Od vseh antigenov, ki jih lahko 
protitelesa vežejo, le nekateri sprožijo aktivacijo limfocitov in imunski odziv, tem 
antigenom pravimo imunogeni. Za aktivacijo celic B je potrebna navzkrižna povezava več 
antigenskih receptorjev, za kar mora biti molekula z antigeni dovolj velika. Manjše 
molekule, ki se sicer vežejo na antigenske receptorje, pa zaradi svoje majhnosti same ne 
morejo aktivirati celic B. S tem namenom jih pred imunizacijo vežemo na nosilce, ki so 
proteinske ali polisaharidne narave, tem manjšim molekulam pravimo hapteni. 
Makromolekule so običajno precej večje od antigen vezavne površine na protitelesu, zato 
se protitelo veže le na določen del molekule. Tej delni površini makromolekule rečemo 
determinanta ali epitop. Polivalentnost pomeni prisotnost več identičnih epitopov na 
antigenu. Večina globularnih proteinov ni polivalentnih, razen če niso prisotni kot agregati. 
Pri molekulah polisaharidov in nukleinskih kislin pa so identični epitopi razporejeni po 
molekuli, zato so polivalentne. Prostorska razporeditev epitopov na sami molekuli lahko 
vpliva na vezavo protiteles, saj lahko pride do medsebojnih interakcij v smislu steričnega 
oviranja ali celo do onemogočene vezave drugega protitelesa, zaradi konformacijske 
spremembe v strukturi antigena ob vezavi prvega protitelesa. Protitelesa se na antigen 
vežejo nekovalentno reverzibilno. Nekovalentne interakcije vključujejo elektrostatske sile, 
vodikove vezi, van der Waalsove sile in hidrofobne interakcije. Afiniteta protitelesa 
pomeni moč vezave na epitop in jo opisujemo s konstanto disociacije (Kd). Manjša kot je 
Kd, večja je afiniteta vezave, saj je potrebna manjša koncentracija antigena in protiteles za 
nastanek povezav. Medtem ko IgG in IgE vežejo po največ dve enaki mesti na antigenu, 
lahko pentamerni IgM vežejo do 10 mest in tako povečajo moč vezave. Splošni moči 
vezave na antigen pravimo avidnost in opisuje razmerje med številom vezavnih mest na 
antigenu in afiniteto vezave. Protitelesa so zelo specifična in so sposobna razlikovati med 
zelo majhnimi razlikami v molekuli. Kljub njihovi specifičnosti pa lahko včasih pride do 
navzkrižne povezave protitelesa s strukturno podobnim antigenom. Med imunskim 
odzivom pride do številnih sprememb v strukturi nastajajočih protiteles. Sprva so 
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protitelesa prisotna le na membrani celic B in te jih začnejo izločati šele po aktivaciji. 
Spremembe se zgodijo tudi v konstantnih regijah, medtem ko variabilne, tiste ki vežejo 
antigen, ostajajo enake. Ko se zgodijo spremembe v konstantnih regijah, pride do 
zamenjave razreda protitelesa, kar pomeni menjavo funkcije protiteles, brez spremembe 
specifičnosti. Slednjo pa povzročijo točkovne mutacije v genih za variabilne regije 
protiteles, kar vodi do tako imenovanega zorenja afinitete (Abbas in sod., 2015).  
 
2.1.5 Uporaba protiteles 
 
Monoklonska protitelesa se uporabljajo na številnih področjih za raziskovalne, 
diagnostične in terapevtske namene. Uporabljamo jih za klasifikacijo limfocitov na podlagi 
CD-celičnih markerjev, pri diagnozah bolezni, katerih detekcija poteka preko določenih 
antigenov ali protiteles v krvi, urinu in drugih tkivih, ter pri identifikaciji izvora tumorjev. 
Zaradi svoje specifičnosti so uporabna tudi na terapevtskem področju, saj omogočajo 
tarčno delovanje na želene celice ali molekule (Abbas in sod., 2015). Terapevtska 
monoklonska protitelesa spadajo med najdražja biološka zdravila. Uporabljajo se pri 
zdravljenju kroničnih bolezni, njihov pozitiven učinek se dobro doseže šele z večkratnimi 
visokimi odmerki zdravila v gramskih količinah, kar pa privede do visokih cen zdravljenja 
(Obermajer in sod., 2007).  
 
2.2 PRIDOBIVANJE PROTITELES 
 
Najenostavneje lahko monoklonska protitelesa pridobimo z imunizacijo miši, vendar so 
mišja protitelesa problematična pri uporabi na ljudeh. Ko pacienti dobijo mišja protitelesa, 
le-ta sprožijo imunski odziv in nastanek človeških protiteles proti mišjim (HAMA oz. 
human anti mouse antibodies). S pomočjo genskega inženiringa je mogoče izolirati gene za 
protitelesa iz hibridomov in jih manipulirati. Le del molekule protitelesa je odgovoren za 
vezavo, vse ostalo predstavlja le ogrodje. Zaradi tega lahko genom, ki kodirajo del mišjega 
protitelesa, dogovornega za vezavo, dodamo človeške gene, ki kodirajo preostanek 
molekule Ab. Večji kot je delež človeškega izvora molekule protitelesa, manjša je možnost 
razvoja protiteles HAMA (Abbas in sod., 2015). Protitelesa, ki imajo mišje variabilne 
regije in človeške konstantne regije, so himerna protitelesa. Ta imajo okoli 60–70 % 
človeških genov. Protitelesa s še večjim deležem človeških genov (90–95 %) pa 
imenujemo humanizirana. Ta so sestavljena večinoma iz aminokislinskih zaporedij 
človeških protiteles, mišja zaporedja pa so prisotna le v hipervariabilnih regijah protitelesa. 
Človeška oziroma humana protitelesa so v celoti sestavljena iz človeških aminokislinskih 
zaporedij in jih proizvajajo s transgenimi mišmi (Obermajer in sod., 2007).  
 
Za terapevtske namene se večinoma uporabljajo le protitelesa, ki so bila pridobljena s 
tehnologijo rekombinantne DNA, le tri so mišja protitelesa, pridobljena s hibridomi. 
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Rekombinantna monoklonska protitelesa se večinoma proizvajajo v sesalskih celicah CHO 
(ovarijskih celicah kitajskega hrčka), mišjih limfoidnih celicah (NS0 ali Sp2/0-Ag14) ali pa 
v bakterijskih ekspresijskih sistemih (Escherichia coli). V sesalskih celicah se izražajo cela 
protitelesa, v bakterijskih pa le fragmenti protiteles (Birch in Racher, 2006). Za 
pridobivanje rekombinantnih protiteles se uporabljajo tudi kvasovke in insektne celice, 
razvijajo pa se tudi sistemi pridobivanja v rastlinah in živalih (Obermajer in sod., 2007). 
 
Monoklonska protitelesa predstavljajo približno 30 % biofarmacevtskih produktov, njihova 
pogosta in dolgoročna uporaba v kliničnih raziskavah in zdravstvu povzroča čedalje večje 
povpraševanje po le-teh in rast zahtev po optimizaciji produkcije mAb. Večina mAb je 
proizvedenih v sesalskih celicah, saj so te sposobne kompleksnega zvijanja proteinov s 
pravilnimi posttranslacijskimi modifikacijami. Sistemi gojenja celic za produkcijo mAb so 
usmerjeni k doseganju višjih celičnih gostot in povečevanju titra protiteles, ki jih celice 
izločajo v gojišče. Celice lahko gojimo v suspenzijski kulturi ali pa pritrjene na nosilce. 
Sistem gojenja se prilagaja vrsti celične linije, najpogostejši so mešalni bioreaktorji. Glede 
na način delovanja se največ uporabljajo sistemi z dohranjevanjem (ang. fed-batch) in 
perfuzijski sistem. Pri načinu z dohranjevanjem gre za stalno ali pa občasno dodajanje 
hranil v gojišče, s čimer se podaljša eksponentno fazo rasti celic, kar poveča produkcijo 
mAb. Pri perfuzijskem načinu gojenja pa gre za postopno dodajanje svežega gojišča ob 
hkratnem odstranjevanju izrabljenega gojišča in nastalih protiteles. Ob tem celice 
zadržujemo v bioreaktorju s filtracijo. Ta način omogoča doseganje zelo visokih celičnih 
gostot (10
7–108 celic na mL), medtem ko pri šaržnih načinih celice dosegajo gostote okoli 
1–4 x 106 celic na mL. Rast gostote celic ovirajo omejenost hranil in odpadni celični 
produkti. Poleg klasičnih bioreaktorjev so zadnje čase v uporabi tudi bioreaktorji za 
enkratno uporabo. Posode CELLline vsebujejo mikroporozno membrano, ki posodo loči na 
dva dela. V zgornjem delu je gojišče, v spodnjem so celice, spodnja površina pa omogoča 
izmenjavo plinov. Takšna zasnova zagotavlja sveže gojišče v zgornjem delu ter odvajanje 
produktov preko mikroporozne membrane iz spodnjega v zgornji del posode. 
Pomanjkljivost takšnih sistemov je omejenost s prostornino (do 15 mL). Večje prostornine 
omogoča bioreaktor WAVE, pri katerem so celice v gojišču znotraj vreče, ki se ziba in 
tako ustvarja valovanje gojišča. Glavni parametri, ki jih spremljamo pri gojenju celic za 
produkcijo mAb, so temperatura, raztopljenost kisika in pH. Namen bioreaktorjev je v 
osnovi nadzorovanje rasti in produkcije preko spremljanja parametrov sistema. Tipično 
poteka produkcija mAb pri 36,5–37 °C, 40–60 % raztopljenega kisika in pH gojišča med 
6,8 in 7,8 (Kuystermans in Al-Rubeai, 2011).  
 
2.3 HIBRIDOMSKE CELIČNE LINIJE 
 
Tehnologij za pridobivanje mAb je veliko. Medtem ko je rekombinantna produkcija mAb 
najprimernejša za terapevtsko uporabo, je pridobivanja v ascitesu čedalje manj zaradi 
etičnih in varnostnih pomislekov. Hibridomske celične linije zato ostajajo dober vir za 
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pridobitev večjih količin mAb, ki jih potrebujemo, da ocenimo njihove terapevtske in 
diagnostične zmožnosti. Razvitih je več sistemov gojenja hibridomov, od navadnih posod 
(ang. flasks) do posod z mešali (ang. spinner flasks), kotalečih se stekleničk (ang. roller 
bottles) in večjih bioreaktorjev. Strategije izboljšanja produkcije mAb potekajo za vsak 
sistem posebej. Pri normalni optimizaciji preučujemo vpliv vsakega parametra posebej, kar 
zahteva veliko število poskusov (Kallel in sod., 2002). Pri izbiri hibridoma za proizvodnjo 
so najpomembnejši naslednji kriteriji: visoka produktivnost protiteles, stabilnost in 
ustreznost posttranslacijskih sprememb rekombinantnih protiteles (Obermajer in sod., 
2007).  
 
2.3.1 Pridobivanje hibridomov 
 
Odkritje mAb in vzpostavitev hibridomske tehnologije se je izkazalo za enega izmed 
najpomembnejših prebojev na področju znanstvenih raziskav in klinične medicine. Metoda 
pridobivanja hibridomov temelji na združitvi (fuziji) celice B, izoliranega iz vranice 
imunizirane živali (tipično miši), z nesmrtno mielomsko celično linijo. Združitev po navadi 
poteka z uporabo polietilen glikola, saj ta olajša združitev plazemskih membran in 
nastanek hibridomov, ki vsebujejo kromosome obeh starševskih celic. Hibride se nato goji 
na selekcijskem gojišču, ki omogoča preživetje le hibridom med celico B in mielomsko 
celico. Selekcijsko gojišče HAT vsebuje hipoksantin, aminopterin in timidin. V večini 
celic obstajata dve metabolni poti sinteze purinov. Ena potrebuje tetrahidrofolat, druga pa 
encim hipoksantin-gvanin fosforiboziltransferazo (HGPRT). Mielomske celice nimajo 
encima HGPRT, zato na gojišču HAT ne preživijo, saj jim aminopterin onemogoči sintezo 
tetrahidrofolata in posledično tudi njihovo rast. Hibridne celice pa na gojišču HAT uspešno 
rastejo, ker so encim HGPRT podedovale od  celic B in lahko proizvajajo DNK iz 
hipoksantina in timidina. Vsak hibridom, potomec posamezne celice B iz imunizirane 
živali, proizvaja le eno vrsto protiteles (imunoglobulinov, Ig). Protitelesa, ki jih hibridomi 
izločajo, se nato pregleda z namenom, da se poišče klon, ki proizvaja protitelesa želene 
specifičnosti (presejalni testi). Le-tega se po selekciji namnoži. Protitelesa, ki jih izločajo 
izbrani individualni kloni, imenujemo monoklonska protitelesa. Vsako mAb je specifično 
za posamezen epitop na antigenu, s katerim je bila žival imunizirana (Abbas in sod., 2015). 
Poleg mišjih protiteles je mogoče s hibridomi pridobivati tudi humana protitelesa, s to 
razliko, da so vranične celice odvzete iz transgene miši, katere mišje imunoglobulinske 
gene so zamenjali s človeškimi (Birch in Racher, 2006). Presejalne teste hibridomov po 
navadi naredimo z encimsko imunoadsorpcijsko preiskavo oz. testom ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assays). Hibridome je možno ločiti tudi s pomočjo označenih 
antigenov, ki se vežejo na protitelesa na njihovi površini (Kuhne in sod., 2014).   
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Slika 2: Shematski prikaz hibridomske tehnologije (Abbas in sod., 2015: 96) 
 
2.3.2 Gojenje hibridomov 
 
Najpogostejši način gojenja sesalskih celic v majhnem merilu je gojenje na mikrotitrskih 
ploščah in v navadnih gojitvenih posodah (ang. flasks). V laboratorijskem merilu 
suspenzijske sesalske celice pogosto gojijo tudi v posodah z mešali (spinner flasks). Ta 
metoda je primerna za gojenje hibridomov, celic CHO in celic, ki sicer rastejo pritrjene na 
površino, vendar se jih da prilagoditi na suspenzijsko rast. Posode z mešali so lahko 
plastične ali steklene, z magnetnimi mešali in s stranskimi odprtinami za odstranjevanje ali 
dodajanje celic, gojišča in za izmenjavo zraka. Komercialne posode z mešali so na voljo z 
volumni do petih litrov. Sesalske celice naj v posodah z mešali, pod normalnimi pogoji, ne 
bi bile omejene z dostopnostjo kisika (Deshpande in Heinzle, 2009). Pri gojenju celic v 
večjih volumnih je ključnega pomena razmerje med mešanjem in prenosom snovi ter 
občutljivostjo celic na strižne sile. Slednje vpliva na največji možni obseg proizvodnje 
celičnih kultur. Rezultati raziskav kažejo, da je občutljivost celic na strižne sile zelo 
različna. Med celičnimi linijami v industrijski uporabi je precej takšnih, ki so relativno 
neobčutljive na strižne sile, med njimi je tudi kar nekaj hibridomskih linij. Razlogi za 
poškodovanje celic pri mešanju so različni. Nekateri hibridomi prenesejo hitrosti mešanja 
do 700 rpm, kjer poškodbe povzročajo majhni turbulentni vrtinci, medtem ko pri manjših 
hitrostih vrtenja mešala poškodbe povzročata prenos in razpad mehurčkov zraka. V 
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enolitrskih bioreaktorjih so bili hibridomi sposobni rasti pri hitrostih 100–450 rpm, celice 
so bile poškodovane le zaradi vpihovanja zraka. Ko so le-tega odstranili, so hibridomi 
uspevali pri vrtenju mešala do 700 rpm. Večino celičnih poškodb pri mešanju naj bi torej 
povzročili počeni mehurčki zraka (Varley in Birch, 1999). Vpliv strižnih sil na sesalske 
celice naj bi bil v začetkih razvoja gojenja sesalskih celic zmotno preveč poudarjen (Li in 
sod., 2010). Rast hibridomov v posodah z mešali Wheaton Celstir pri hitrosti vrtenja 
mešala 30–40 rpm so zabeležili Xiao in sod. (1999). Ti so hibridome v Celstir gojili s 
pomočjo mikroporoznega nosilca, za preliminarne teste in za pripravo na prenos v večje 
merilo (1,5- in 5-litrski bioreaktor). Hibridomi so dosegli gostoto 10
7
 celic na mL. Med 
sistemi gojenja, ki omogočajo prostorsko ločitev osnovnega gojišča od prostora, kjer celice 
rastejo, sta pogosta sistema CELLine in miniPERM. Namenjena sta proizvodnji mAb v 
količinskem obsegu med 100 in 500 mg. Sta relativno poceni in enostavna za uporabo, še 
posebno enote CELLine, ki zasedejo precej manj prostora v CO2-inkubatorjih, kakor 
sistemi s poroznimi vlakni (Bruce in sod., 2002). Membrana, ki prostorsko ločuje prostor 
na dva dela, omogoča prehod manjšim delcem, kot so na primer aminokisline, vitamini in 
toksični metaboliti (amoniak, laktat), medtem ko zadržuje  protitelesa in celice. S takšnim 
sistemom gojenja lahko pridobimo 1–4 mg/mL protiteles, medtem ko jih pri 
konvencionalnem gojenju le 10–100 µg/mL (Heilmann in sod., 2005). Številna mAb se še 
vedno proizvaja s hibridomsko tehnologijo. Po fuziji in selekciji celic, le-te gojimo v 
gojiščih, ki jim dodajamo fetalni goveji serum (FBS). Serum celicam predstavlja 
pomemben vir hranil, vendar pomeni tudi varnostno tveganje zaradi okužbe s prioni. 
Zaradi tega se iščejo alternativna gojišča, ki ne zahtevajo uporabe seruma, ter tudi 
alternative govejim serumom. Eno takšnih alternativ predstavlja uporaba človeške plazme 
(Lee in sod., 2010). Serum pa ne predstavlja le vir hranil za celice, v primerih, ko celice 
gojimo v posodah z mešanjem, deluje kot zaščitno sredstvo pred strižnimi silami in 
mehurčki zraka. Glukoza predstavlja hibridomom glavni vir ogljika, večina se je pretvori v 
piruvat, del pa tudi v biomaso. Še en pomemben substrat je glutamin, ta se deaminira, kar 
privede do nastanka amoniaka in glutamata, ki je pomemben za biosintezo drugih 
aminokislin. Medtem ko sta glukoza in glutamin ključni hranili za rast hibridomov, sta 
amoniak in laktat produkta celičnega metabolizma, ki ob višjih koncentracijah delujeta kot 
inhibitorja (Legazpi in sod., 2005). Razvoj brezserumskih gojišč, ki so cenovno ugodna in 
visoko učinkovita, ter njihove prilagoditve na uporabo v bioreaktorskih sistemih sta 
omogočila povečanje kvalitete in čistosti proizvedenih mAb (Bruce in sod., 2002). 
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3  MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Pripomočki in aparature 
 
 Centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
 Celični inkubator (Sanyo) 
 Brezprašna komora (Telstar) 
 Vodna kopel 
 Števna komora Bürker-Türk (Blaubrand) 
 Krovna stekelca 
 Števne ploščice Luna™ in aparatura za štetje Luna™ (Logos Biosystems) 
 Tehtnica (Tehtnica) 
 Invertni mikroskop (Olympus) 
 pH meter (Schott Instruments) 
 Spektrofotometer (BioTek) 
 Sterilne pincete 
 Avtomatske pipete 
 Pipetni nastavki 
 Multikanalna avtomatska pipeta 
 Pipetor 
 Aparat za pipetiranje 
 Plastične mikrocentrifugirke (500 µl, 1,5 ml, 2 ml) 
 Plastične centrifugirke (15 in 50 ml) (VWR) 
 Serološke pipete (Sarstedt) 
 Gojitvene posode T25 in T75 (Cellstar) 
 Mikrotitrske plošče s 96 luknjicami (Greiner Bio One) 
 50-ml gojitvena posoda z mešalom (Wheaton, Celstir, kat. št. 356875) 
 Sterilni filter (Sartorius) 
 Plastične brizgalke (BD Plastipak) 
 Naprava za avtomatsko spiranje mikrotitrskih plošč (BioTek) 
 Spektrofotometer (Biotek) 
 Stresalnik 
 PVDF membrana (Immobilon) 
 Hladilnik (7 °C) 
 Zamrzovalnik (–20 °C)  
 Avtoklav 
 Magnetni mešalnik 
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3.1.2 Kemikalije 
 
Preglednica 1: seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka 
Razkužilo Asepsol Pliva / 
Etanol Sigma 24106 
Metanol Sigma 32213 
Goveji serumski albumin (BSA) Serva 11930 
Tripansko modrilo Sigma T8154 
PBS / / 
Fiziološka raztopina / / 
Tween / / 
ABTS Thermo Scientific 34026 
30-% H2O2 Merck 107210 
Konjugat (konjugirana protitelesa) Sigma A9917 
TMB-substrat  za HRP Promega W4121 
Imunski serum BF / 
Mouse IgG ELISA kit Roche 11 333 151 001 
Pierce Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping 
Kit 
ThermoFisher Scientific 37503 
 
3.1.3 Gojišča in dodatki 
 
 DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Gibco) 
 SFM: Serum-free Medium CCM1 (HyClone, SH30043.03) 
 TD: TurboDoma TP-6 gojišče brez L-glutamina (Cell Culture Technologies) 
 FBS: Fetalni goveji serum (HyClone, SH30080.03) 
 L-Gln (Sigma, G8540) 
 Gentamicin: Garamycin, raztopina za injiciranje (Krka) 
 
3.1.4 Celice 
 
Delo je potekalo z dvema hibridomoma, predhodno pridobljenima na fakulteti, celična 
zbirka Laboratorija za imunologijo in celične kulture, Biotehniška fakulteta, Oddelek za 
zootehniko. Hibridomi so bili pridobljeni po klasičnem postopku z imunizacijo miši, 
žrtvovanjem miši, izolacijo vraničnih celic, fuzijo z mišjimi mielomskimi celicami, 
selekcijo in kloniranjem hibridoma (Goding, 1986). En hibridom proizvaja protitelesa proti 
kazeinu (KAZ 1G6/G10), drugi pa proti humanemu fibrinogenu (HF 5B1/A9). 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava gojišč 
 
Gojišča in raztopine, namenjena gojenju celic, smo pripravljali v brezprašni komori, razen 
tehtanja L-Gln. L-Gln smo stehtali, raztopili v 10 ml gojišča in ga v brezprašni komori z 2-
µm filtrom prefiltrirali. Uporabljali smo tri tekoča gojišča: DMEM, SFM (CCM1) in TD 
(TurboDoma TP-6). Gojišču DMEM smo dodali 10 % FBS, gojišču TurboDoma pa 2- in 
4-mM L-Gln. Vsem gojiščem smo dodali 0,1 % gentamicina. Gojišče DMEM po podatkih 
proizvajalca vsebuje 4 mM L-Gln, SFM pa 2 mM. Gojišča smo hranili v hladilniku na 7 
°C, pred uporabo smo jih ogreli v vodni kopeli na 37 °C.  
 
3.2.2 Odmrzovanje celic in prenos v gojišče 
 
Hibridomske celice so bile shranjene v tekočem dušiku na –196 °C. Najprej smo v vodni 
kopeli s 37 °C ogreli gojišče, nato smo vialo z zamrznjenimi celicami vzeli iz krioposode 
in jo odtalili v vodni kopeli s 37 °C. Odmrznjenim celicam smo dodali ogreto gojišče in jih 
centrifugirali 10 minut na 900 rpm. Po centrifugiranju smo supernatant odstranili in celice 
resuspendirali s svežim ogretim gojiščem. Celice smo nasadili v gojitveno posodo T75 in 
jim čez 2–3 dni zamenjali gojišče. 
 
3.2.3 Presajanje celic 
 
Za potrebe poskusov smo celice gojili v gojitvenih posodah T25 in T75 v treh različnih 
gojiščih. Ko so celice prerasle gojišče (koncentracija med 5 x 105 do 106 celic/ml, približna 
ocena s pregledom pod mikroskopom), smo jih resuspendirali, po potrebi smo gojitveno 
posodo tudi rahlo stresali, da so se celice odlepile s podlage. Nato smo odvzeli približno ¾ 
vsebine v posodi ter jo zamenjali s svežim. Po potrebi smo celice centrifugirali (10 minut 
na 900 rpm ali 5 minut na 800 rpm), prešteli in nasadili v novo gojitveno posodo s svežim 
gojiščem. V gojitveni posodi T25 je bil volumen gojišča 5–10 ml, v T-75 pa med  
15–30 ml. Celice smo ohranjali v koncentraciji od 5 x 104 do 106 celic na ml. Celice smo 
gojili v CO2 inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
 
3.2.4 Štetje celic in preverjanje viabilnosti 
 
V brezprašni komori smo celice v gojitveni posodi resuspendirali in odvzeli vzorec za 
štetje. Po potrebi smo vzorec pred štetjem primerno razredčili z gojiščem DMEM. Vzorec 
smo v razmerju 1:1 obarvali s tripanskim modrilom in nanesli v Bürker-Türkovo števno 
komoro, prekrito s krovnim stekelcem. Konico pipete smo prislonili tik ob krovno stekelce, 
da je kapilarni tok potegnil vsebino v števno komoro. Pod mikroskopom smo prešteli 
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celice v 4 velikih kvadratih. Prešteli smo mrtve in žive celice znotraj kvadrata ter tiste, ki 
so se dotikale dveh stranskih robov. Koncentracijo celic smo izračunali po enačbi 1.  
 
c =N/4 x 10
4
 x R              … (1) 
 
c koncentracija živih celic 
N seštevek vseh živih celic, preštetih v 4 velikih kvadratih 
10
4
 volumen vzorca v števni komori je 1 x 10-4, s pomočjo tega faktorja 
izrazimo koncentracijo celic v 1 ml 
R  redčitveni faktor, ki nastane zaradi mešanja vzorca s tripanskim modrilom in  
redčenja vzorca 
 
Pri rezultatih, kjer smo imeli zelo nizke koncentracije celic (vzorci z začetnimi 
koncentracijami 10
3, pri brezserumskih gojiščih tudi 104 celic/ml) je treba omeniti, da je 
pri štetju z Bürker-Türkovimi števnimi komorami za statistično značilen rezultat treba 
imeti vzorce z med 2,5 x 10
5
 in 8,0 x 10
6
 celic na ml (Cadena-Herrera s sod., 2015). Za 
točno določitev koncentracije celic s hemocitometrom bi morala biti koncentracija celic v 
vzorcu vsaj 10
4
 celic na ml (Badders in sod., 2008). Števne ploščice Luna pa, po navodilih 
proizvajalca, omogočajo štetje vzorcev v razponu od 5 x 104 do 1 x 107 celic na ml. Za 
določanje rasti celic z začetno koncentracijo 104 celic na ml v gojiščih TurboDoma smo za 
točnejši rezultat vzorce prešteli z Bürker-Türkovo števno komoro ter s števno ploščico 
Luna. Rezultat je bil povprečje obeh meritev. 
 
Viabilnost smo določili kot delež živih celic glede na vse celice in jo izrazili v odstotkih. 
Za skupno število vseh celic smo koncentracijo celic pomnožili s celotnim volumnom 
suspenzije. 
 
3.2.5 Vzorčenje celičnih supernatantov 
 
Pred določanjem titra in koncentracije protiteles smo celične supernatante odstranili iz 
gojitvenih posod in jih centrifugirali 10 minut na 900 rpm. S tem smo iz suspenzije 
odstranili celice, ki bi lahko motile analizo. Vzorce smo do analiz hranili v zamrzovalniku 
na –20 °C. Pred odvzemom celičnega supernatanta smo gojišče v posodi resuspendirali.  
 
3.2.6 Potek gojenja hibridomov za določanje dinamike rasti 
 
Potek poskusov smo glede na dobljene rezultate načrtovali sproti. Začeli smo z določanjem 
rasti celic v gojitvenih posodah T25, z 10 ml gojišča, pri različnih nasaditvenih 
koncentracijah (10
2
, 10
3
, 10
4
 in 10
5
 celic/ml). Začeli smo z gojiščem DMEM z dodanim  
serumom (FBS), šele nato smo določali rast v brezserumskih gojiščih. Hibridome smo za 
poskuse vzdrževali z vzporednim gojenjem v gojiščih DMEM z 10 % FBS, CCM1 (SFM) 
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in TurboDoma z 2 mM L-Gln. Tako so bili hibridomi, uporabljeni v poskusih, že vnaprej 
prilagojeni na rast v različnih gojiščih. Vpliv spremembe gojišča na rast smo preverili z 
nasaditvijo hibridomov iz gojišča SFM v gojišče TurboDoma. Glede na slabo rast v gojišču 
s serumom pri nižji nasaditveni koncentraciji, smo za določanje rasti v brezserumskih 
gojiščih izpustili nasaditveno koncentracijo 102 celic/ml. Zaradi slabe rasti celic, z začetno 
koncentracijo 10
3
 celic/ml, v gojišču SFM, smo v gojišče TurboDoma nasadili le celice v 
koncentraciji 10
5
 in 10
4
. Vsak poskus smo opravili trikrat, iz teh treh ponovitev smo potem 
izračunali povprečje. Poskus s HF 5B1/A9 v gojišču TurboDoma, kjer smo hibridome vzeli 
iz gojišča SFM in jih nasadili v gojišče TurboDoma, pa je povprečje dveh meritev, tretje 
meritve zaradi visokega odstopanja nismo upoštevali. Gojišču TurboDoma smo dodali 
glutamin v dveh različnih koncentracijah, 4 mM, kolikor ga vsebuje DMEM, ter 2 mM, 
kolikor ga vsebuje SFM. Celice smo šteli med tednom, od ponedeljka do petka, občasno 
tudi ob sobotah. Določene manjkajoče dneve smo pokrili z zamikom dneva začetka 
poskusa, tako so nekateri dnevi v krivuljah na grafih rezultat le ene meritve. Po končanih 
poskusih določanja dinamike rasti smo celice zavrgli in odmrznili nove (isti liniji 
hibridomov). Tako smo za določanje produktivnosti uporabili nove, sveže celice.  
 
Za določanje dinamike rasti hibridomov v gojitveni posodi z mešalom Wheaton Celstir 
smo poskuse začeli z enotno hitrostjo vrtenja mešala – 30 rpm. Za to hitrost smo se odločili 
na podlagi navodil dveh različnih proizvajalcev takšnih posod. Wheaton za optimizacijo 
gojenja hibridomov priporoča hitrost 50 rpm, Corning pa med 30 in 50 rpm za 
občutljivejše celice. Na začetku smo prilagajali postavitev mešala, in sicer njegovo 
oddaljenost od dna posode. Navodila proizvajalca Wheaton so navajala razdaljo med 1/4 in 
1/8 inča (3,175 mm in 6,35 mm). Preizkusili smo tri različne postavitve mešala – 3, 6 in  
8 mm. Nato smo preizkusili še višjo in nižjo hitrost vrtenja mešala pri postavitvi mešala na  
4 mm od dna. Glede na relativno slabšo rast celic v primerjavi z rastjo v gojitvenih 
posodah T25, smo z optimizacijo gojenja hibridomov v posodi Wheaton Celstir prenehali. 
Da bi izključili možnost, da so hibridomi v posodi z mešalom slabše rasli zaradi slabše 
kondicije celic, smo hkrati nasadili celice z enako koncentracijo, v posodo z mešalom in 
posodo T25.  
 
3.2.7 Potek gojenja hibridomov za določanje produktivnosti 
 
Določanja produktivnosti naših dveh linij hibridomov smo se lotili z novimi celicami. 
Celice, uporabljene v teh poskusih, so bile na novo odmrznjene. Za določanje 
produktivnosti celic smo izbrali le eno začetno koncentracijo celic, in sicer 105 celic/ml, 
ker so pri njej hibridomi najhitreje dosegli maksimalno gostoto in začeli z odmiranjem. 
Gojili smo jih v 4 različnih gojiščih (DMEM z 10 % FBS, SFM ter TurboDoma z 2- in  
4-mM L-Gln) v gojitvenih posodah T25 (5 ml gojišča). Spet smo spremljali koncentracijo 
in viabilnost, tokrat vsakodnevno. Vsak dan smo tudi iz gojitvene posode vzeli približno 1 
ml vzorca. Poskusi so trajali od 7 do 8 dni, kar pomeni, da imamo za posamezen poskus 7 
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do 8 vzorcev. Vsak poskus smo še enkrat ponovili, tako da smo imeli za vsak parameter 
(dve liniji hibridomov v štirih gojiščih, za vsak dan poskusa) dva vzorca. Poskus smo 
zaključili, ko sta koncentracija in viabilnost hibridomov upadli.  
 
Potek in seznama poskusov določanja dinamike rasti in produktivnosti hibridomov sta 
navedena v preglednici 2 in 3. 
 
Preglednica 2: Potek poskusov za določanje dinamike rasti in produktivnosti hibridomov KAZ 1G6/G10 in 
HF 5B1/A9 v gojitvenih posodah T25. V TurboDoma smo nasadili celice iz dveh različnih virov: iz gojišča 
SFM (*), dali smo jim oznako neprilagojene, ter iz gojišča TurboDoma. 
Namen Nasaditvene koncentracije Gojišče 
Določanje dinamike rasti 
hibridomov v gojitvenih 
posodah T25 (5 ml) 
(3 ponovitve poskusa) 
10
2
, 10
3
, 10
4
 in 10
5
 celic/ml DMEM z 10 % FBS 
10
3
, 10
4
 in 10
5
 celic/ml SFM (CCM1) 
10
4
 in 10
5
 celic/ml TurboDoma z 2-mM L-Gln* 
10
4
 in 10
5
 celic/ml TurboDoma s 4-mM L-Gln* 
10
4
 in 10
5
 celic/ml TurboDoma z 2-mM L-Gln 
10
4
 in 10
5
 celic/ml TurboDoma s 4-mM L-Gln 
Gojenje hibridomov v 
gojitvenih posodah T25 za 
določanje produktivnosti 
(2 ponovitvi poskusa) 
10
5
 cel/ml DMEM z 10 % FBS 
10
5
 cel/ml SFM (CCM1) 
10
5
 cel/ml TurboDoma z 2-mM L-Gln 
10
5
 cel/ml TurboDoma s 4-mM L-Gln 
 
 
Preglednica 3: Pregled poskusov za določanje dinamike rasti hibridomov v gojitveni posodi z mešalom 
Wheaton Celstir. Pri poskusih 6, 7 in 8 (*) smo za preverbo stanja celic, hkrati iste celice z enako 
koncentracijo nasadili še v gojitveno posodo T25. 
Zaporedna št. 
poskusa 
Hibridom Nasaditvena 
koncentracija 
Višina mešala  Hitrost vrtenja 
mešala 
1 KAZ 1G6/G10 5x10
4
 cel/ml 8 mm 30 rpm 
2 KAZ 1G6/G10 5x10
4
 cel/ml 6 mm 30 rpm 
3 KAZ 1G6/G10 5x10
4
 cel/ml 3 mm 30 rpm 
4 KAZ 1G6/G10 10
5
 cel/ml 3 mm 30 rpm 
5 HF 5B1/A9 10
5
 cel/ml 3 mm 30 rpm 
6 HF 5B1/A9 10
5
 cel/ml 6 mm 30 rpm * 
7 HF 5B1/A9 10
5
 cel/ml 8 mm 30 rpm * 
8 KAZ 1G6/G10 5x10
4
 cel/ml 8 mm 30 rpm * 
9 KAZ 1G6/G10 10
5
 cel/ml 4 mm 50 rpm 
10 HF 5B1/A9 10
5
 cel/ml 4 mm 15 rpm 
11 KAZ 1G6/G10 10
5 
cel/ml 4 mm 15 rpm 
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Slika 3: Shema poskusov določanja dinamike rasti (1), gojenja hibridomov za določanje produktivnosti v 
posodah T25 (2a) in v posodi Wheaton Celstir (2b). 
 
3.2.8 Sestavljanje posode Wheaton Celstir z mešalom 
 
Dele posode z mešalom smo pred uporabo umili, posušili in jih po navodilih proizvajalca 
sestavili skupaj. Takrat smo tudi prilagodili oddaljenost mešala do dna posode. Vse skupaj 
smo zavili v folijo (zamaške smo zaradi pritiska pustili odvite) in avtoklavirali. Ko smo v 
njej gojili celice, smo posodo postavili na magnetni mešalnik znotraj celičnega inkubatorja. 
Takrat smo na posodi tudi rahlo odvili stranska zamaška za izmenjavo zraka. 
 
3.2.9 Imunodetekcija 
 
Da bi preverili prisotnost in koncentracijo protiteles v vzorcih, smo uporabili dva različna 
testa: test DIBA (ang. dot-immunobinding assay) in test ELISA (ang. Enzyme-linked 
immunosorbent assay). Principa obeh testov sta si podobna, razlikujeta se le v tem, da pri 
testu DIBA antigen vežemo na membrano ter da je encimski produkt netopen. Testu DIBA 
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pravijo tudi točkovna ELISA. DIBA je hitrejša, cenejša in enostavnejša različica testa 
ELISA vendar manj občutljiva (Hibi in Saito, 1985). 
 
DIBA je indirektni točkovni imunoencimski test, s katerim smo preverjali prisotnost 
specifičnih Ab proti antigenu v celičnih supernatantih, preden smo vzorce analizirali s 
testom ELISA. Za test smo odrezali primerne trakove (5 mm x 30 mm) PVDF 
(poliviniliden difluorid) membrane, nanje narisali kvadratke in jih aktivirali z 
nekajsekundnim namakanjem v 100-% metanolu. Trakove smo sprali v destilirani vodi, in 
ko so se posušili, smo na njih v točkah nanesli 3 µl različno redčenega antigena (kazein in 
humani fibrinogen). Kazein smo redčili v PBS, humani fibrinogen pa v fiziološki raztopini.  
Izhodiščni koncentraciji zamrznjenih antigenov, ki smo jih redčili, sta bili: 0,29 mg/ml za 
kazein ter 1 mg/ml za humani fibrinogen (Sigma, F4129). Ko se je antigen vpil, smo 
membrano blokirali z inkubacijo v 0,5 % Tween-PBS 45 minut. Sledila je enourna 
inkubacija membran v neredčenih celičnih supernatantih in trikratno desetminutno spiranje 
v 0,05 % Tween-PBS. Trakove smo nato inkubirali 45 minut v raztopini Ab, označenih s 
peroksidazo (1:2000, redčeno v PBS). Sledilo je dvakratno spiranje v 0,05 % Tween-PBS 
in enkratno spiranje v PBS. Na koncu smo dodali substrat TMB (tetrametilbenzidin), 
počakali do razvoja barve in reakcijo ustavili z destilirano vodo. Pri vsakem testu DIBA 
smo poleg trakov za vzorce hkrati testirali še trakove v imunskem serumu za pozitivno 
kontrolo ter v PBS in gojiščih za negativno kontrolo. Membrane smo posušili in 
fotografirali. Intenziteto obarvanja smo določili subjektivno s +++ (močno obarvanje), ++ 
(manj intenzivno, a dobro vidno obarvanje) in + (rahlo obarvanje, še vedno ločljivo od 
negativne kontrole) ter z –, ki je pomenil, da obarvanja nismo zaznali. S pomočjo 
rezultatov testa DIBA smo se kasneje odločali za primerno redčenje antigena pri testu 
ELISA (določanje na Ag specifičnih Ab). 
 
ELISA je imunoencimski test, s katerim lahko preverimo vsebnost Ab ali antigena v 
vzorcu. Test smo naredili z vzorci celičnih supernatantov iz poskusov, in sicer na tri 
različne načine. Z enim smo določili izotipe Ab, ki so jih hibridomi proizvajali. Z drugima 
dvema pa smo dokazali prisotnost Ab, ki vežejo antigena kazein ali humani fibrinogen, ter 
določili koncentracijo mAb.  
 
3.2.9.1  Test ELISA za imunotipizacijo protiteles 
 
Test smo izvedli z Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping kompletom (ThermoFisher, kat. št. 
37503). Plošče v kompletu se ločijo na trakove in so predhodno obdelane z različnimi anti-
mišjimi protitelesi. Vsaka luknjica enega traku je prevlečena z drugim kozjim Ab proti 
različnim izotipom mAb. Test je neodvisen od tega, kateri antigen vežejo Ab iz vzorca. 
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Princip testa ELISA za imunotipizacijo: 
 Nanos 50 µl konjugata (kozja antimišja-IgG/IgA/IgM Ab, konjugirana s HRP) in 
50 µl vzorca (supernatant). Vzorce smo redčili v pufru TBS (tris pufer s fiziološko 
raztopino). Inkubacija 60 min na sobni temperaturi. 
 Trikratno spiranje s pufrom TBS (250 µl). 
 Nanos 75 µ substrata TMB in inkubacija 5–15 min. 
 Zaustavitev reakcije z raztopino STOP in merjenje absorbance pri 450 nm.  
 
3.2.9.2  Test ELISA za določitev na Ag specifičnih Ab 
 
Postopek: 
 Nanos 50 µl antigena (razredčen 1:50, kazein v pufru PBS, humani fibrinogen pa v 
fiziološki raztopini) ter inkubacija čez noč v hladilniku na 4 °C. 
 Nanos 300 µl 0,5 % BSA za blokado prostih mest. Inkubacija 45 min na sobni 
temperaturi. 
 Odstranitev blokade (mikrotitrsko ploščo smo obrnili na glavo, da smo zlili ven 
vsebino, ter jo rahlo popivnali ob papirnati brisači). 
 Nanos vzorcev (predhodno odmrznjenih in primerno razredčenih v PBS), pozitivnih 
(imunski serum redčen 1:400 v PBS, pridobljen z imunizacijo miške) in negativnih 
kontrol (PBS, fiziološka raztopina, gojišče). Inkubacija 1 uro na sobni temperaturi. 
 Petkratno spiranje s 300 µl 0,05 % Tween-PBS v avtomatskem spiralniku.  
 Nanos 50 µl konjugata in inkubacija 45 minut na sobni temperaturi. 
 Petkratno spiranje s 300 µl 0,05 % Tween-PBS v avtomatskem spiralniku.  
 Nanos 70 µl substrata ABTS in inkubacija v temi do razvoja barve. 
 Merjenje absorbance pri 405 nm. 
 
Priprava raztopin in reagentov: 
 
0,5 % raztopina BSA: 
 
Stehtali smo primerno količino prahu BSA (0,5 g na 100 ml), ga raztopili v  
0,5 % Tween-PBS in prefiltrirali z 0,45-µm filtrom. Raztopino smo hranili v hladilniku na 
4 °C.  
 
Konjugat: 
 
Konjugat (kozja Ab, ki prepoznavajo mišja IgG (Fab specifična), konjugirana s HRP) smo 
redčili v razmerju 1:2000 v PBS. 
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Substrat ABTS: 
 
Priprava substratnega pufra (za 10 ml): 
 2,57 ml 0,2 M Na2HPO4 
 2,43 ml 0,1 M citronska kislina 
 Dopolnili z destilirano vodo do 10 ml. 
 
Pred uporabo smo 10 ml substratnega pufra dodali 10 µl 30-% H2O2 in eno tableto ABTS. 
 
3.2.9.3  Test ELISA za določitev koncentracije mAb 
 
Za določanje celokupne koncentracije mAb (vseh podrazredov) smo izvedli test ELISA s 
komercialnim kompletom Mouse-IgG ELISA (Roche, kataloška št. 11 333 151 001). Vse 
reagente smo po navodilih proizvajalca predhodno pripravili in primerno shranili. 
 
Postopek: 
 Nanos 50 µl raztopine lovilnih Ab (Capture antibody solution, ovčja antimišja-
Fcɣ). Inkubacija 1 uro ali 30 minut na stresalniku pri sobni temperaturi. 
 Trikratno spiranje z 200 µl raztopine za spiranje. 
 Nanos 200 µl raztopine za blokiranje. Inkubacija 15 min. 
 Trikratno spiranje z 200 µl raztopine za spiranje. 
 Nanos 50 µl vzorca (standard, supernatanti in imunski serum, razredčeni v raztopini 
za blokiranje, ter gojišča za negativne kontrole). Inkubacija 1 uro ali 30 minut na 
stresalniku na sobni temperaturi. 
 Trikratno spiranje z 200 µl raztopine za spiranje 
 Nanos 50 µl konjugata. Inkubacija 1 uro ali 30 minut na stresalniku na sobni 
temperaturi. 
 Trikratno spiranje z 200 µl raztopine za spiranje. 
 Nanos 50 µl substrata. Inkubacija 1 uro ali 30 minut na stresalniku na sobni 
temperaturi. 
 Merjenje absorbanci pri 405 nm. 
 
Koncentracijo mAb v supernatantih hibridomov smo dobili s pomočjo standardne krivulje, 
ki smo jo umestili na pollogaritemski graf (absorbanca v odvisnosti od logaritma 
koncentracije).  
 
3.2.10 Optimizacija testov imunodetekcije 
 
Vzorce za analizo produktivnosti smo centrifugirali, celični supernatant pa shranili za 
analizo. V vzorcih smo s testom ELISA določali dve vrednosti: titer na antigen specifičnih 
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Ab in celokupno koncentracijo mAb. Titer na antigen specifičnih Ab smo določili z na 
antigen specifičnim testom ELISA, koncentracijo mAb pa s komercialnim kitom. Pred 
začetkom določanja teh dveh vrednosti smo morali vsak test optimizirati na količino Ab, ki 
so bila prisotna v naših vzorcih. 
 
Za optimizacijo testa Ag specifične ELISE je bilo treba določiti primerne redčitve 
antigenov (kazein in humani fibrinogen). Pri določanju le-teh smo se sklicevali na rezultate 
testov DIBA, in sicer smo izbrali redčenje antigena v razmerju 1:50. Testirali smo vzorce s 
tremi redčitvami: neredčen vzorec ter vzorec, redčen v razmerju 1:50 in 1:100. Kasneje 
smo, zaradi nizkih vrednosti absorbanc, vzorce hibridomov HF 5B1/A9 testirali v 
naslednjih redčitvah: neredčen vzorec ter vzorec, redčen v razmerju 1:20 in 1:50. ELISA je 
test, ki zahteva vsaj dvojne ponovitve, zato smo vsakemu vzorcu dvakrat pomerili 
absorbanco (tehnične ponovitve). Končna vrednost absorbance je bila povprečje vseh štirih 
meritev (dva vzorca, vsak z dvema tehničnima ponovitvama). Ker pri tem testu ni 
referenčnega standarda, smo za pozitivne rezultate vzeli vse vrednosti absorbanc, ki so bile 
vsaj štirikrat večje od ozadja (absorbanca gojišča). Štirikratno vrednost ozadja smo odšteli 
vsem absorbancam in izračunali povprečno absorbanco za vsak dan poskusa. Po potrebi 
smo močno odstopajoče vrednosti absorbanc zanemarili, končno povprečje smo potem 
izračunali iz povprečja treh meritev, namesto štirih. 
 
Za pridobitev podatka o absolutni koncentraciji Ab v gojišču smo naredili še komercialni 
test ELISA, ki je vseboval tudi referenčni standard. Ta test zaznava vsa mišja Ab razreda G 
(IgG). Zaradi omejenega števila vzorcev, ki smo jih lahko s tem testom analizirali, smo za 
analizo izbrali po dva vzorca iz vsakega poskusa, in sicer vzorce tistih dni, ki so imeli 
največje vrednosti absorbanc pri na antigen specifični ELISI. Z nekaj od teh vzorcev smo 
naredili še preliminaren test ELISA, da smo določili primerne redčitve vzorcev, tako da so 
se vrednosti absorbanc nahajale znotraj območja standardne krivulje. Vsak vzorec je imel 
tri tehnične ponovitve, standardi pa dve. Vrednostim absorbanc vzorcev smo odšteli 
absorbanco ozadja (negativna kontrola – gojišče) in z dobljenimi vrednostmi s pomočjo 
enačbe standardne krivulje (absorbanca v odvisnosti od logaritma koncentracij) izračunali 
koncentracijo IgG v vzorcih. Po potrebi smo v primeru močno odstopajočih vrednosti 
absorbance le-te zanemarili, končno povprečje smo potem izračunali iz povprečja dveh 
meritev (dveh tehničnih ponovitev vzorca) namesto treh. 
 
Za primerjavo produktivnosti hibridomov v posameznih načinih gojenja smo opravili še en 
test na antigen specifične ELISE. Vzorce smo vzeli iz 3 SPIN-poskusov (rast celic v 
Celstir®) ter 3 poskusov v gojitvenih posodah T25. Absorbancam smo odšteli štirikratno 
vrednost absorbance ozadja. Vzorci so imeli 3 tehnične ponovitve, antigen je bil redčen v 
razmerju 1:50, vzorcev pa nismo redčili. 
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4 REZULTATI  
 
4.1 KARAKTERIZACIJA PROTITELES 
 
4.1.1 Izotipizacija protiteles 
 
Z namenom, da bi določili razred in podrazred Ab, ki sta jih izločala hibridoma, smo 
opravili test izotipizacije. Izbrali smo dva vzorca (celična supernatanta), enega od 
hibridoma KAZ 1G6/G10 (vzorec označen s KAZ) in enega od hibridoma HF 5B1/A9 
(vzorec označen s HF). Izbrana vzorca smo vzeli iz serije vzorcev iz poskusov za 
določanje produktivnosti, ki sta imela največ Ab. Te vzorce smo prej že testirali s testom 
ELISA (detekcija mAb), tako da smo že imeli podatek, kateri vzorci vsebujejo največ 
protiteles. Vzorec KAZ je bil redčen v razmerju 1:50 v pufru TBS, vzorca HF pa nismo 
redčili. Za negativno kontrolo smo uporabili gojišči TurboDoma (TD) in SFM, v katerih so 
rasli hibridomi, katerih supernatante smo testirali. Test temelji na detekciji mišjih protiteles 
različnih razredov in podrazredov. Vsaka luknjica v stolpcu je prevlečena z drugim 
protimišjim protitelesom, ki 'lovi' mišja Ab določenega razreda/podrazreda. Lovilna Ab 
vežejo mišja Ab različnih težkih verig (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA in IgM), ter obeh 
lahkih verig (kappa in lambda). Detekcija vezave poteka s pomočjo sekundarnih Ab, 
konjugiranih s HRP. Rezultate dobimo z vizualno oceno barve in z merjenjem absorbance 
pri 450 nm. Pozitiven rezultat po navodilih proizvajalca pomeni absorbanco, višjo od 0,2.  
 
Preglednica 4: Izotipizacija protiteles. Absorbance supernatantov KAZ 1G6/G10 in HF 5B1/A9. Negativni 
kontroli (K–) sta predstavljali gojišči TurboDoma (TD) in SFM.  
 
Izotip 
protiteles 
KAZ  
1:50 
HF 
1:1 
TD 
(K–) 
SFM 
(K–) 
IgG1 0,773 0,121 0,009 0,008 
IgG2a 0,098 0,911 0,016 0,016 
IgG2b 0,079 0,014 0,011 0,01 
IgG3 0,084 0,014 0,012 0,011 
IgA 0,054 0,013 0,011 0,01 
IgM 0,038 0,033 0,011 0,009 
 
Rezultati izotipizacije (preglednica 4) so pokazali, da hibridomi KAZ 1G6/G10 izločajo 
Ab razreda IgG1, hibridomi HF 5B1/A9 pa IgG2a. Ta test pokaže tudi, kateri tip lahke 
verige imajo Ab. Ugotovili smo še, da protitelesa obeh hibridomov sestavljajo lahke verige 
kappa.  
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4.1.2 Antigenska specifičnost protiteles 
 
Za določanje na antigen specifičnih protiteles smo opravili test DIBA. Pred začetkom 
poskusov za določanje produktivnosti smo odmrznili nove, sveže celice (isti liniji 
hiribidomov), saj smo prve celice gojili že 5 mesecev. Pozitiven rezultat (prisotnost na 
antigen specifičnih protiteles) predstavlja barvna reakcija – modra pika. Redčenje antigena 
služi za relativno primerjavo količine protiteles med testiranimi vzorci. Bolj kot je 
razredčen antigen, pri katerem je še prišlo do pozitivne reakcije (razločljivost od negativne 
kontrole), več je protiteles v vzorcu. Jakost reakcije je subjektivno ocenjena s + ali –. +++ 
pomeni močno reakcijo, ++ srednje močno ter + reakcijo, ki je razločljiva od negativne 
reakcije, ki je označena z –. Rezultati so zbrani v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Antigenska specifičnost protiteles. Kazein (KAZ) in humani fibrinogen (HF) smo redčili v 
razmerjih: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 in 1:160. Trakove smo inkubirali v neredčenih vzorcih supernatantov celic, 
ki so rasle v gojiščih DMEM z 10 % FBS, SFM in TD. Imunska seruma sta predstavljala pozitivni kontroli 
(K+), gojišča ter PBS pa so predstavljali negativne kontrole (K–).  
KAZ 1G6/G10 Redčitve KAZ 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 
DMEM vzorec + + + + - 
SFM vzorec + + + + + 
TD vzorec ++ ++ ++ + + 
IM. SERUM (K+) +++ +++ +++ +++ ++ 
DMEM (K–) - - - - - 
SFM (K–) - - - - - 
TD (K–) - - - - - 
PBS (K–) - - - - - 
HF 5B1/A9 Redčitve HF 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 
DMEM vzorec +++ +++ +++ ++ + 
SFM vzorec ++ ++ ++ + - 
TD vzorec +++ +++ +++ ++ + 
IM. SERUM (K+) +++ +++ +++ ++ + 
DMEM (K–) - - - - - 
SFM (K–) - - - - - 
TD (K–) - - - - - 
PBS (K–) - - - - - 
 
S testom DIBA smo pokazali, da hibridoma v vseh treh gojiščih izločata na antigen 
specifična protitelesa. To je bil predpogoj za zaključne poskuse, kjer smo celice gojili z 
namenom določanja produktivnosti linij naših hibridomov. 
 
4.2 DINAMIKA RASTI HIBRIDOMOV V RAZLIČNIH GOJIŠČIH IN NAČINIH 
GOJENJA 
 
Rast hibridomov v različnih pogojih smo določali z gojenjem celic v gojitvenih posodah 
T25 z 10 ml gojišča in v posodi z mešalom Wheaton Celstir s 15 ml gojišča. Celice smo v 
posode T25 nasadili v treh različnih začetnih koncentracijah (105, 104, 103 celic/ml) v štiri 
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različna gojišča: DMEM z dodanim 10 % FBS, SFM in TurboDoma (TD) z dodanim 2- ali 
4-mM L-Gln. V TurboDoma smo nasadili celice iz dveh različnih virov: ene so bile gojene 
v gojišču TurboDoma, druge pa v gojišču SFM in imajo oznako »neprilagojene«. V 
posodo z mešalom  smo hibridome nasadili v koncentracijah 5 x 104 in 105 celic/ml, v 
gojišče DMEM z 10 % FBS.  
 
4.2.1 Vpliv nasaditvene koncentracije na dinamiko rasti hibridomov 
 
Vpliv nasaditvenih koncentracij na rast hibridomov v štirih različnih gojiščih je grafično 
prikazan z rastnimi krivuljami na sliki 4.  
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Slika 4: Rast hibridomov KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v odvisnosti od gojišča in nasaditvene 
koncentracije celic. Celice smo nasadili v štirih različnih začetnih koncentracijah: 105 (modra barva), 104 
(oranžna) in 103 (zelena) celic/ml, in sicer v štiri različna gojišča (DMEM z 10 % FBS, SFM ter TurboDoma 
(TD) z 2- in 4-mM L-Gln).  
 
A 
B 
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Nasaditvena koncentracija je vplivala na največje doseženo gostoto hibridomov in na čas, 
ki je bil potreben, da so jo dosegli. Nižja nasaditvena koncentracija je pomenila daljši čas 
do dosežene maksimalne koncentracije, ki je bila nižja od tiste, ki so jo hibridomi dosegli 
pri višji nasaditveni koncentraciji. 
 
4.2.2 Vpliv gojišča na dinamiko rasti hibridomov 
 
Vpliv gojišča na koncentracijo hibridomov in njihovo viabilnost pri različnih nasaditvenih 
koncentracijah je prikazan na slikah 5, 6 in 7. V brezserumskih gojiščih so hibridomi v 
nižjih gostotah rasli bistveno slabše (hibridomi v gojišču TurboDoma z nasaditveno 
koncentracijo 10
4
 celic/ml ter v gojišču SFM z nasaditveno koncentracijo 103 celic/ml), kar 
se vidi na slikah 5 in 6. Za boljši vpogled smo jim na grafih spremenili območje osi, grafi 
so v prilogi A. Hibridomov v koncentraciji 10
3
 celic/ml v gojišče TurboDoma nismo 
nasadili. 
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Slika 5: Vpliv gojišča na rast in viabilnost hibridomov. KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v 4 različnih 
gojiščih (DMEM z 10 % FBS, SFM ter TD z 2- in 4-mM L-Gln) z začetno koncentracijo 105 celic/ml. 
Koncentracije celic so označene z neprekinjeno modro črto, v primeru gojišča TurboDoma temno modra 
barva pomeni 4-mM L-Gln, svetlo modra barva pa 2-mM L-Gln v gojišču. Viabilnost je prikazana s 
prekinjenimi črtami. 
A 
B 
29 
Lovšin E. Primerjava in optimizacija metod za gojenje hibridomov v laboratorijskih pogojih.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
 
 
 
 
Slika 6: Vpliv gojišča na rast in viabilnost hibridomov. KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v 4 različnih 
gojiščih (DMEM z 10 % FBS, SFM ter TD z 2- in 4-mM L-Gln) z začetno koncentracijo 104 celic/ml. 
Koncentracije celic so označene z neprekinjeno modro črto, v primeru gojišča TurboDoma temno modra 
barva pomeni 4-mM L-Gln, svetlo modra barva pa 2-mM L-Gln v gojišču. Viabilnost je prikazana s 
prekinjenimi črtami. 
A B 
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Slika 7: Vpliv gojišča na rast in viabilnost hibridomov. KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v 2 različnih 
gojiščih (DMEM z 10 % FBS in SFM) z začetno koncentracijo 103 celic/ml. Koncentracije celic so označene 
z neprekinjeno črto, viabilnost pa je prikazana s prekinjenimi črtami. 
 
Prisotnost seruma in koncentracija glutamina sta vplivali na rast in viabilnost hibridomov. 
Ob prisotnosti seruma in ob višji koncentraciji glutamina so hibridomi dosegli višje celične 
gostote. Hibridoma v brezserumskih gojiščih pri nižjih nasaditvenih koncentracijah ne 
rasteta. Za gojišče SFM je to pri 103 celic/ml in manj, za gojišče TurboDoma pa pri 104 
celic/ml in manj. Menjava gojišča je povzročila padec viabilnosti hibridomov, vendar le pri 
KAZ 1G6/G10, medtem ko je HF 5B1/A9 imel večji padec viabilnosti pri prilagojenih 
celicah, kot pri neprilagojenih. 
 
4.2.3 Vpliv načina gojenja na dinamiko rasti hibridomov 
 
Vpliv načina gojenja hibridomov na njihovo rast smo preverili z gojenjem hibridomov v 
posodi z mešalom Wheaton Celstir. Hibridome smo nasadili v koncentracijah 5 x 104 in 
10
5
 celic/ml v gojišče DMEM z 10 % FBS. Preizkusili smo dva različna parametra gojenja 
v tovrstni posodi: oddaljenost mešala od dna posode in hitrost vrtenja mešala. Vpliv 
parametrov gojenja na rast hibridomov je prikazana na sliki 8. 
 
A 
B 
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Slika 8: Rast KAZ 1G6/G10 (oznaka KAZ) in HF 5B1/A9 (oznaka HF) v Wheaton Celstir. Začetni 
koncentraciji celic sta bili 5 x 10
4
 ali 10
5
 celic/ml. V oklepajih so napisani pogoji gojenja: oddaljenost konca 
mešala od dna posode je bila med 3 do 8 mm, hitrost vrtenja mešala pa med 15 in 50 rpm. 
 
 
 
Slika 9: Primerjava rasti KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v Wheaton Celstir (črna barva) in v gojitveni 
posodi T25 (modra barva). Polne črte označujejo koncentracijo celic, prekinjene črte pa viabilnost celic. 
 
Sprememba načina gojenja je imela velik vpliv na dinamiko rasti naših hibridomov. 
Hibridomi so v posodi z mešalom rasli slabše. Njihove največje dosežene koncentracije so 
bile malo nad 10
5
 celic/ml, medtem ko so hibridomi v gojitvenih posodah T25 dosegali 
koncentracije okoli 10
6
 celic/ml. Po enajstih poskusih s podobnimi rezultati v različnih 
pogojih smo z gojenjem hibridomov v posodi z mešalom prenehali. Da bi izključili 
možnost za slabo rast v posodi z mešalom zaradi slabše kondicije celic, smo hkrati nasadili 
celice z enako koncentracijo, v posodo z mešalom in posodo T25. Primerjava rasti je 
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prikazana na sliki 9. V posodi z mešalom je pri vseh pogojih gojenja (različna oddaljenost 
mešala od dna posode in različne hitrosti vrtenja) prišlo do tvorbe usedline celic na dnu 
posode. Celice so se posedale tudi pri najvišji preizkušeni hitrosti mešala 50 rpm. Višje 
hitrosti zaradi hitrejšega odmiranja celic ob spremembi hitrosti mešala s 30 na 50 rpm 
nismo preizkušali. 
 
4.3 PRODUKTIVNOST HIBRIDOMOV V RAZLIČNIH GOJIŠČIH IN NAČINIH 
GOJENJA 
 
Produktivnost hibridomov smo določali z dvema različnima testoma ELISA. Z na antigen 
specifično ELISO smo dobili podatek o titru na antigen specifičnih protitelesih. S 
komercialnim testom ELISA pa smo dobili podatek o koncentraciji mAb v izbranih 
vzorcih. S kombinacijo obeh testov smo poleg podatka o produktivnosti hibridomov želeli  
uvesti še metodo, s katero bi namesto običajnega določanja titra protiteles, izmerili tudi 
celokupno količno mAb.  
 
4.3.1 Produkcija na Ag specifičnih Ab v različnih gojiščih 
 
Da bi dobili podatek o naraščanju/upadanju količine protiteles v gojišču med samo rastjo, 
smo testirali vse vzorce. Vzorce smo za vsako gojišče in hibridom analizirali na ločenih 
mikrotitrskih ploščah, zato vzorcev posameznih poskusov med seboj ne moremo relativno 
primerjati. Lahko pa med seboj primerjamo poskuse z istim hibridomom, v istem gojišču, 
saj so bili analizirani na isti mikrotitrski plošči. Ker pri tem testu nismo imeli referenčnega 
standarda, smo za pozitivne rezultate vzeli vse vrednosti absorbanc, ki so bile vsaj štirikrat 
večje od ozadja (absorbanca gojišča). Količino Ab v gojišču smo grafično prikazali skupaj 
s koncentracijo celic v gojišču. Na grafih so prikazani le vzorci s pozitivnim rezultatom 
ELISE (vrednosti absorbanc, ki so večje od štirikratne vrednosti absorbance ozadja). 
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Slika 10: Produktivnost in dinamika rasti KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v štirih različnih gojiščih v 
odvisnosti od časa. Z zeleno barvo je prikazana količina protiteles v gojišču, z modro pa dinamika rasti. 
 
A 
B 
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Količina Ab je naraščala sorazmerno z rastjo hibridomov. Pri KAZ 1G6/G10 je v 
eksponentni fazi rasti prišlo do začasnega padca količine Ab v gojišču. Ko so hibridomi 
začeli odmirati, se je količina ustalila ali pa je celo upadla: pri KAZ 1G6/G10 v gojiščih 
DMEM in SFM ter HF 5B1/A9 v gojišču SFM. Pri obeh hibridomih je v gojišču 
TurboDoma količina Ab ob upadu koncentracije celic (začetek odmiranja) še vedno 
naraščala.  
 
4.3.2  Produkcija monoklonskih protiteles v različnih gojiščih 
 
Za pridobitev podatka o koncentraciji mAb v vzorcih smo vzorce analizirali še s 
komercialnim testom ELISA. Ta nam je omogočil relativno primerjavo produkcije 
hibridomov v posameznih gojiščih, prav tako pa nam je dal tudi podatek o medsebojni 
primerljivosti testov (preglednica 6). 
 
Preglednica 6: Koncentracija mAb v supernatantih vzorcev. Vzorci so označeni s kraticami: KAZ za KAZ 
1G6/G10, HF za HF 5B1/A9. Gojišče TurboDoma je okrajšano s TD, 2 in 4 pa pomenita 2- in 4-mM L-Gln v 
gojišču. 
Hibridom, gojišče Vzorec µg/ml Hibridom, gojišče Vzorec µg/ml 
KAZ DMEM DAN 3 31,2 HF DMEM* DAN 4 0,25 
  DAN 5 71,8   DAN 7 0,23 
KAZ SFM DAN 3 44,5 HF SFM* DAN 4 3,93 
  DAN 5 64,3   DAN 7 3,29 
KAZ TD2 DAN 6 168,9 HF TD2 DAN 6 0,09 
  DAN 7 171,6   DAN 7 0,24 
KAZ TD4 DAN 7 179,1 HF TD4 DAN 7 0,12 
  DAN 8 215,0   DAN 8 0,67 
 
Vsem vzorcem koncentracija mAb  med gojenjem narašča, le pri HF DMEM in HF SFM 
(*) pride do upada. Koncentracije so povprečja dveh meritev, če pri dotičnih vzorcih 
upoštevamo le prvi poskus, pa koncentracija mAb prav tako narašča (preglednica 7). 
 
Preglednica 7: Koncentracija mAb v supernatantih vzorcev HF 5B1/A9 v gojiščih DMEM z 10 % FBS in 
SFM. 
Hibridom, gojišče  Vzorec Prvi poskus [µg/ml] Drugi poskus [µg/ml] Povprečje [µg/ml] 
HF DMEM 
  
DAN 4 0,30 0,20 0,25 
DAN 7 0,38 0,08 0,23 
HF SFM 
  
DAN 4 3,61 4,26 3,93 
DAN 7 5,25 1,34 3,29 
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Slika 11: Koncentracija mAb v izbranih vzorcih KAZ 1G6/G10 (A) in HF 5B1/A9 (B) v štirih različnih 
gojiščih. Absorbanca vzorcev pri 405 nm je prikazana z zeleno barvo, rdeča pa prikazuje koncentracijo mAb 
v µg/ml. 
A 
B 
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Oba testa ELISA, eden zaznava na Ag specifična Ab, drugi pa količino mAb, merita isto,  
le po drugem principu. Zaradi omejenega števila poskusov s komercialnim kitom za 
določanje koncentracije mAb smo testirali le vzorce izbranih dni iz vsakega poskusa. 
Pričakovali smo sovpadanje rezultatov obeh testov, vendar se je izkazalo, da medtem ko 
smo zaznali padec količine na Ag specifičnih Ab, je koncentracija mAb  v gojišču narasla. 
Izjema je bil poskus s HF 5B1/A9 v gojišču SFM in DMEM z 10 % FBS, kjer je tudi 
količina mAb upadla. Rezultati testa so pokazali, da hibridom KAZ 1G6/G10 izloča 
bistveno več mAb kakor HF 5B1/A9. KAZ 1G6/G10 je proizvajal največ Ab v gojišču 
TurboDoma, HF 5B1/A9 pa v gojišču SFM. Najboljše gojišče za rast hibridoma in 
produkcijo Ab je pogojeno z izbiro posameznega hibridoma. 
 
4.3.3 Vpliv načina gojenja na produktivnost hibridomov 
 
Vpliv gojenja hibridomov v posodi z mešalom na produktivnost smo določili z na antigen 
specifično ELISO. Absorbance lahko med seboj relativno primerjamo, ker so bili vzorci 
analizirani na isti mikrotitrski plošči. Pozitivni rezultati testa (vrednosti absorbanc večje od 
štirikratne vrednosti absorbance ozadja) so prikazane v preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Produktivnost KAZ 1G6/G10 (KAZ) in HF 5B1/A9 (HF) v Celstir (SPIN) in  v posodi T25. 
Oznaka pomeni poskus, pri katerem smo hkrati nasadili celice z enako začetno koncentracijo v Celstir in v 
T25.* Ta dva poskusa smo nastavili istočasno, z isto linijo celic, v oba različna sistema gojenja. Pogoji 
gojenja v Celstir so napisani v oklepaju (nasaditvena koncentracija, oddaljenost mešala od dna posode, hitrost 
vrtenja mešala). 
Hibridom Način gojenja  Dan 3 Dan 4 Dan 5 Dan 6 Dan 7 
KAZ SPIN 1 (10
5
 cel/ml, 4 mm, 15 rpm) / 0,072 0,119 0,164 0,166 
SPIN 2 (5 x 10
4
 cel/ml, 8 mm, 30 rpm)* -0,049 -0,048 -0,045 / -0,027 
T25 * -0,028 0,004 0,023 / 0,027 
T25 / 0,191 0,166 0,162 0,156 
HF SPIN (10
5
 cel/ml, 4 mm, 15 rpm) 0,279 0,273 0,292 0,303 / 
T25 / 0,259 0,234 0,227 0,246 
 
Primerjava vzorcev iz različnih načinov gojenja hibridomov je pokazala, da so imeli 
hibridomi kljub manjši koncentraciji oz. številu celic v gojišču primerljive količine Ab. Za 
boljši vpogled v produktivnost hibridomov v posodi z mešalom bi potrebovali večje število 
poskusov. 
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5 RAZPRAVA 
 
S karakterizacijo Ab, ki sta jih proizvajala hibridoma HF 5B1/A9 in KAZ 1G6/G10, smo 
želeli pridobiti podatke, kateri tip težkih in lahkih verig jih sestavlja, ter o njihovi 
antigenski specifičnosti. Rezultati izotipizacije so pokazali, da hibridomi HF 5B1/A9 
proizvajajo Ab s težko verigo G (γ), podrazreda 2a (torej IgG2a), hibridomi KAZ 1G6/G10 
pa proizvajajo Ab s težko verigo razreda G (γ),  podrazreda 1 (torej IgG1) (preglednica 4). 
Ab obojih sestavljajo lahke verige kappa.  
 
S testom DIBA smo pokazali, da oba hibridoma, v vseh treh gojiščih izločata na Ag 
specifična Ab (preglednica 5). To je bilo ključnega pomena, da smo lahko kasneje s testom 
ELISA preverjali prisotnost na Ag specifičnih Ab v vzorcih. Ko gojimo hibridome, lahko ti 
skozi številne pasaže, pa tudi med postopki zamrzovanja in odtajevanja, izgubijo svojo 
homogenost zaradi mutacij v konstantnih in variabilnih regijah. Populacija hibridomov 
tako postane heterogena, kar se odraža z izgubo specifičnosti in afinitete Ab. To sta Xin in 
Cutler (2006) tudi ugotovila na primeru hibridomov, katerih protitelesa so izgubila 
zmožnost zaščite pred kandidazo. Ker smo naše hibridome gojili dlje časa, smo jih po 
vsakem odmrzovanju pred nasaditvijo v testna gojišča na novo testirali. Prav tako smo 
testirali tudi vzorce celičnih supernatantov, zato da smo imeli pod nadzorom produkcijo 
Ag specifičnih Ab. 
 
Na rast hibridomov vplivajo različni dejavniki. Poleg koncentracije plinov, temperature in 
pH lahko pri šaržnem gojenju vplivamo še na začetne pogoje. Najpomembnejša sta 
velikost inokuluma (nasaditvena koncentracija) in sestava oz. vrsta gojišča (Duton in sod., 
1999). V nalogi smo preverili vpliv nasaditvene koncentracije celic, vpliv vrste in sestave 
gojišča, vpliv seruma ter načina gojenja na dinamiko rasti hibridomov.  
 
Velikost inokuluma vpliva na maksimalno koncentracijo celic in protiteles (Ozturk in 
Palsson, 1990). Nasaditvena koncentracija se je izkazala kot pomembna, še posebej pri 
rasti hibridomov v brezserumskih gojiščih (gojišče CCM1 oz. SFM in TurboDoma). 
Medtem ko sta oba hibridoma uspešno rasla v gojišču DMEM z 10 % FBS tudi pri 
nasaditveni koncentraciji 10
3
 celic/ml, je bila rast v gojiščih SFM in TurboDoma ob tej 
nasaditveni koncentraciji omejena (slika 4). Največji vpliv je imela nasaditvena 
koncentracija pri gojenju hibridomov v gojišču TurboDoma, kjer sta hibridoma uspešno 
rasla le, ko je bila nasaditvena koncentracija 10
5
 celic/ml (slika 4). Gojišče TurboDoma 
(TP-6) je posebej prilagojeno gojišče za gojenje hibridomov za masovno produkcijo Ab. 
Masovna produkcija pa pomeni višje celične gostote, zato ne preseneča, da so hibridomi v 
njem rasli le pri najvišji nasaditveni koncentraciji. Gojišče SFM (CCM1) je prav tako 
brezserumsko gojišče, namenjeno gojenju hibridomov in mielomskih celic. V njem so naši 
hibridomi rasli pri nasaditvenih koncentracijah 10
5
 in 10
4
 celic/ml. Nasaditvena 
koncentracija je vplivala na čas gojenja, ki je bil potreben, da so hibridomi dosegli 
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maksimalno celično gostoto, ter tudi na samo maksimalno doseženo gostoto. Pri nižjih 
koncentracijah (10
3
 in 10
4
 celic/ml) so hibridomi potrebovali nekaj dni več do začetka 
eksponentne faze rasti. Maksimalno celično gostoto so dosegli kasneje, bila pa je tudi nižja 
(slika 4). Visokih celičnih gostot pri manjših nasaditvenih koncentracijah verjetno niso 
dosegli zaradi porabe hranil v gojišču. 
 
Spremljali smo koncentracijo in viabilnost hibridomov v različnih gojiščih: DMEM, SFM 
(CCM1) in TurboDoma. Gojišču DMEM smo dodali 10 % FBS, medtem ko sta druga dva 
namenjena gojenju brez seruma. Gojišču TurboDoma smo dodali še glutamin, odločili smo 
se za dve koncentraciji: 4-mM, ker ga toliko vsebuje DMEM, ter 2-mM, kolikor ga vsebuje 
SFM. Parametri, katerih vpliv na rast hibridomov smo želeli preveriti, so bili: vrsta gojišča, 
prisotnost seruma ter koncentracija glutamina. V gojišču s serumom (DMEM z 10 % FBS) 
so hibiridomi dosegli najvišje celične gostote, in sicer malo nad 106 celic/ml, v gojišču 
SFM so dosegli nekoliko nižjo gostoto (okoli 106 celic/ml), v TurboDoma pa malo pod  
10
6
 celic/ml. V drugem sklopu poskusov, ko smo hibridome gojili z namenom ugotavljanja 
produkcije, smo opazili razlike v rasti le pri hibridomih KAZ 1G6/G10, v gojišču DMEM, 
kjer le-ti niso dosegli enako visoke maksimalne gostote. Razliko bi lahko pripisali možni 
slabši kondiciji celic in dejstvu, da smo opravili le dve meritvi, kar pomeni, da je bil vpliv 
napake večji. Pri preostalih poskusih je bila rast primerljiva rasti hibridomov v prvem 
sklopu poskusov. Vpliv seruma se je poznal tudi pri deležu (%) viabilnih hibridomov. V 
gojišču s serumom smo opazili nekoliko višje odstotke viabilnosti, še posebno pri nižjih 
nasaditvenih koncentracijah. Rast in viabilnost hibridomov v obeh brezserumskih gojiščih 
sta bili primerljivi, ko smo jih nasadili z 10
5
 celic/ml (slika 5). Ko pa je bil inokulum 
manjši (103 in 104 celic/ml), smo med njima opazili razlike (slika 6 in 7). Viabilnost je pri 
nasaditveni koncentraciji 10
3
 drastično upadla v gojišču SFM, medtem ko je bila pri  
10
4
 celic/ml le zmanjšana. V TurboDoma pa je hibridomom viabilnost drastično upadla že 
pri nasaditveni koncentraciji 10
4
 celic/ml (slika 6). 
 
Med gojenjem hibridomov v posodah T25 smo opazili razlike v morfologiji in obnašanju 
hibridomov v različnih gojiščih. Hibridomi so suspenzijske celice in površina gojitvene 
posode ni omejitveni dejavnik. Kljub temu se hibridomi lahko pritrdijo na določene 
podlage, kar vpliva na njihovo rast in produkcijo mAb. Določeni proteini, ki so prisotni v 
celicah ali pa gojišču in serumu, se vežejo na material gojitvenih posod in s tem vplivajo 
na pritrjevanje hibridomov (Heilman in sod., 2007). Naša dva hibridoma sta v DMEM z 10 
% FBS imela največ pritrjenih celic, največ suspenzijskih celic pa je bilo v gojišču 
TurboDoma. V gojišču TurboDoma so se v suspenziji značilno združevale v grozdom 
podobne skupke, medtem ko je bilo tega v gojiščih DMEM z 10 % FBS in v SFM manj. 
 
Glutamin je pomemben metabolit za rast sesalskih celic v laboratorijskih pogojih, celicam 
služi kot vir dušika in energije. Glavni stranski produkt, ki nastane pri njegovi razgradnji, 
je amoniak. Zaradi nestabilnosti glutamin gojišču po navadi dodajamo sproti, tik pred  
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uporabo gojišča (Ozturk in sod., 1989). Rezultati so pokazali, da poleg seruma na rast 
hibridomov vpliva tudi koncentracija glutamina v gojišču. Hibridomi so v TurboDoma s  
4-mM Gln dosegali nekoliko višje celične gostote (okoli 106 celic/ml, primerljivo z 
gojiščem SFM) kot v primerjavi s TurboDoma z 2-mM Gln, kjer celice niso presegle 
koncentracije 10
6
 celic/ml. Viabilnost in koncentracija hibridomov sta v gojišču s  
4-mM L-Gln začeli upadati kasneje kot v gojišču TurboDoma z 2-mM L-Gln. Zanimivo bi 
bilo preveriti še rast hibridomov v gojišču SFM, če bi dosegli višje koncentracije, ko bi mu 
dodali glutamin do 4-mM koncentracije, kolikor ga vsebuje DMEM. 
 
Želeli smo tudi preveriti vpliv spremembe gojišča na rast hibridomov. Ko smo celice iz 
SFM prestavili v TurboDoma (poimenovali smo jih kot neprilagojene), smo po 
pričakovanjih opazili padec viabilnosti, ki se je popravila v približno treh dnevih. 
Neprilagojeni KAZ 1G6/G10 so dosegli nižje celične gostote, pri HF 5B1/A9 pa 
neprilagojenost ni imela večjega vpliva na največjo doseženo koncentracijo hibridomov, 
kar kaže na možno večjo robustnost in prilagodljivost tega hibridoma. Nedoslednost 
rezultatov smo opazili pri neprilagojenih HF 5B1/A9, kjer je bil padec viabilnosti 
prilagojenih hibridomov večji od padca viabilnosti neprilagojenih (slika 5). Možen razlog 
za to bi lahko bila kondicija celic, ki smo jih uporabili v poskusih. 
 
Sesalske celice, še posebno tumorske celice in hibridomi, so dokaj občutljivi celični tipi. 
Mehanske in strižne sile omejujejo doseganje visokih celičnih gostot (Selimoglu in sod., 
2012). Vpliv načina gojenja na dinamiko rasti smo želeli preveriti z gojenjem v posodi z 
mešalom Wheaton Celstir. Hibridomi so v posodi z mešalom bistveno slabše rasli. Najvišjo 
celično gostoto (2,5 x 105 celic/ml) so dosegli pri najpočasnejšem vrtenju mešala: 15 rpm, 
najhitrejše odmiranje in padec viabilnosti pa so imeli pri najhitrejšem vrtenju mešala: 50 
rpm (slika 8). Pri vseh preizkušenih hitrostih vrtenja in postavitvah  mešala je prihajalo do 
posedanja celic na dno posode. Proizvajalec Wheaton je priporočal hitrost vrtenja mešala 
50 rpm, drug proizvajalec (Corning) pa med 30 in 50 rpm, če so celice občutljive. Da bi 
upoštevali možnost za slabo rast v posodi z mešalom zaradi slabše kondicije celic, smo 
hkrati nasadili celice z enako koncentracijo, v posodo z mešalom in v gojitveno posodo 
T25. Viabilnost hibridomov je v posodi z mešalom takoj začela padati, dosežene gostote so 
bile bistveno nižje kot v gojitveni posodi T25 (slika 9). Možno rešitev za gojenje 
hibridomov v posodah z mešali prinaša uporaba mikro nosilcev, vendar ta za gojenje v 
manjšem obsegu ni zanimiva. Z mikronosilci hibridomom omogočimo rast pri nižjih 
celičnih gostotah, zmanjšamo vpliv stresnih dejavnikov, kot so mehanske in strižne sile, ter 
izboljšamo gensko stabilnost hibridomov (Selimoglu in sod., 2012). Ker so naši hibridomi 
v posodi z mešalom komaj dosegli celične gostote nad 105 celic/ml in ker je zvišanje 
hitrosti vrtenja mešala povzročilo hitrejše propadanje celic (padec gostote in viabilnosti), 
višjih hitrosti vrtenja mešala nismo preizkušali.  
 
40 
Lovšin E. Primerjava in optimizacija metod za gojenje hibridomov v laboratorijskih pogojih.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
Hibridomi nastanejo s fuzijo dveh celic, takrat pride do naključnega razporejanja genov. 
Vsaka linija hibridoma je rezultat naključne fuzije, zato so razumljive velike razlike med 
posameznimi linijami hibridomov v več lastnostih. Čeprav nekateri hibridomi uspešno 
rastejo v posodah z mešali, z našima hibridomoma nismo imeli uspeha. 
 
Produktivnost hibridomov smo spremljali preko naraščanja/upadanja količine Ab v 
gojišču. Količina Ab je naraščala sorazmerno z rastjo hibridomov. Pri KAZ 1G6/G10 je v 
eksponentni fazi rasti prišlo do začasnega padca v količini Ab v gojišču TurboDoma. Ko 
so hibridomi začeli z odmiranjem se je količina ustalila ali pa je celo upadla  
(KAZ 1G6/G10 v gojiščih DMEM in SFM ter HF 5B1/A9 v gojišču SFM). Pri obeh 
hibridomih je v gojišču TurboDoma količina Ab ob upadu koncentracije celic (začetek 
odmiranja) še vedno naraščala (slika 10). TurboDoma je gojišče, ki je posebej namenjeno 
produkciji Ab in ne le gojenju hibridomov. Sklepamo, da so v njem protitelesa verjetno 
bolj stabilna in smo zato zaznali večjo koncentracijo (ali količino) Ab. V ostalih gojiščih 
smo najverjetneje zaznali zmanjšanje količine Ab v gojišču, ker so se le-ta razgradila ali pa 
niso bila več aktivna. Sklepamo tudi, da hibridomi v fazi odmiranja celic še vedno 
proizvajajo Ab, možno pa je tudi, da je bil porast zaznanih Ab posledica sprostitve že prej 
nastalih Ab iz citoplazme propadlih celic. Rast hibridomov in njihova produktivnost pri 
šaržnem načinu gojenja nista nujno povezani. Hayter je s sod. (1992) ugotovil, da 
hibridomi proizvajajo protitelesa tako med fazo rasti kot tudi med fazo odmiranja. V fazi 
odmiranja lahko pride celo do višje stopnje produkcije. Spet drugi pa ugotavljajo, da večja 
rast pomeni tudi večjo produkcijo Ab (McKinney in sod., 1995). Produkcija mAb pri 
šaržnem načinu gojenja ali pri načinu z dohranjevanjem je omejena s padcem viabilnosti 
celic in z zmanjšanjem produktivnosti zaradi sprememb pogojev kulture. Na produkcijo 
IgG vplivata koncentracija glutamina in koncentracija viabilnih celic (McKinney in sod., 
1995). To smo opazili tudi v naših poskusih, kjer sta oba hibridoma v gojišču TurboDoma 
z več glutamina (4-mM) proizvedla nekoliko več IgG kot v TurboDoma z  
2-mM glutaminom. Pomembno pri raziskovanju produktivnosti hibridomov je tudi 
ugotavljanje parametrov, ki vplivajo na viabilnost hibridomov in posledično tudi na 
produkcijo mAb (Dorka in sod., 2007). 
 
Hibridomi so kloni ene celice, ki je nastala s fuzijo celice B z mielomsko. Dejstvo, da so 
kloni, pomeni, da proizvajajo identična protitelesa (Abbas in sod., 2015). Pričakovali smo, 
da bomo z dvema različnima testoma ELISA prišli do podobnih in ujemajočih se 
rezultatov. Ugotovili smo, da količina na Ag specifičnih Ab ni sovpadala s količino mAb, 
ki smo jih izmerili s testom ELISA, ki ni temeljil na vezavi mAb na zanje specifičen Ag. 
Medtem ko smo v istih vzorcih zaznali upad na Ag specifičnih Ab, smo s komercialnim na 
Ag nespecifičnim testom ELISA zaznali zvišanje koncentracije mAb (slika 11). To bi 
lahko pripisali možni izgubi afinitete Ab za Ag, saj lahko gojišča in njihova sestava 
vplivajo na akumulacijo in stabilnost protiteles (Tso in Doran, 2002). Čeprav rezultati 
kažejo, da začne količina na Ag specifičnih Ab v gojišču proti koncu gojenja upadati, je 
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verjetno sama količina mAb ostala enaka oziroma je še vedno naraščala, le da so nekatera 
Ab izgubila sposobnost vezave Ag oziroma je bila ta manjša. V vseh vzorcih je bila 
količina mAb v kasnejših vzorcih (zadnji dnevi gojenja) višja, le pri HF 5B1/A9 v gojiščih 
DMEM in SFM je upadla (preglednici 7 in 8). Koncentracije so povprečja meritev dveh 
poskusov. V prvem poskusu je koncentracija mAb naraščala, v drugem pa je padla. Do 
odstopanj bi lahko prišlo zaradi nestabilnosti hibridoma oziroma izgube produktivnosti ob 
številnih pasažah. Tipična produkcija mAb za hibridome v stacionarni kulturi je med 5 in 
50 µg/ml, odvisna je od posameznega klona in od celične gostote, v bioreaktorjih pa je ta 
bistveno večja (Sulimenko in Draber, 2004). Klon KAZ 1G6/G10 je imel v gojiščih 
DMEM z 10 % FBS in v SFM povprečno produkcijo, v TurboDoma pa je precej presegel 
tipično produkcijo. Za klon HF 5B1/A9 se je pa izkazalo, da je njegova produkcija mAb 
pod povprečjem, ne glede na gojišče, v katerem ga gojimo. 
 
Razlike med posameznimi hibridomi smo opazili, ko smo izmerili koncentracije mAb v 
vzorcih in jih primerjali med sabo. KAZ 1G6/G10 je proizvajal bistveno večje količine 
mAb kakor HF 5B1/A9 (preglednica 6). Največ Ab je HF 5B1/A9 proizvedel v gojišču 
SFM, KAZ 1G6/G10 pa v gojišču TurboDoma, kjer je bila količina Ab v zadnjih dnevih 
poskusa tudi do trikrat večja kot v ostalih dveh gojiščih. Kaže, da kljub temu, da so 
hibridomi v TurboDoma dosegli manjše celične gostote, je bila njihova produktivnost 
višja. Koncentracija oziroma količina hibridomov torej ni edini dejavnik, ki ga je treba 
upoštevati pri produkciji mAb. Hibridomi v TurboDoma rastejo počasneje, kar pomeni, da 
jih gojimo nekaj dni dlje kot v ostalih gojiščih, kar se lahko na koncu pozna v večji količini 
Ab v gojišču. Ker visoke celične gostote ne pomenijo nujno tudi večje količine mAb, bi 
bilo mogoče smiselno preizkusiti še rast hibridomov v gojišču TurboDoma pri nasaditveni 
koncentraciji 5 x 10
4
. Bilo bi tudi zanimivo primerjati količino Ab v gojišču na koncu 
gojenja pri manjši nasaditveni koncentraciji, če bi tako prišli do večjega izkupička Ab, na 
račun daljšega gojenja hibridomov. Vendar to ni bil glavni cilj naše naloge, kjer smo želeli 
vzpostaviti sistem, s katerim bi v najkrajšem času prišli do največjega izkupička. 
 
Do podobnega zaključka smo prišli, ko smo primerjali količino na Ag specifičnih Ab v 
vzorcih hibridomov, ki smo jih gojili v posodi z mešalom. Čeprav so pri mešanju v posodi 
z mešalom Celstir dosegli manjše celične gostote, je bila količina na Ag specifičnih Ab v 
gojišču primerljiva (preglednica 8). Glede na dobljene rezultate, možnega gojenja 
hibridomov v posodi z mešalom Celstir ne gre povsem izključiti, vendar bi bile za to 
potrebne nadaljnje raziskave.  
 
V laboratorijskih pogojih obstaja težava, da za svoje potrebe in potrebe naročnikov ne 
moremo izraziti količine Ab v absolutni koncentraciji – ta je odvisna od posameznega testa 
na Ag specifične ELISE. Običajno se za sprotno določanje Ab uporablja ELISA, ki temelji 
na določanju titra na Ag specifičnih Ab. Zato smo želeli preveriti, ali bi lahko namesto nje 
izvedli komercialni na antigen nespecifični test ELISA, ki meri celokupno koncentracijo 
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mAb, saj bi bilo dobrodošlo imeti test, s katerim bi prišli do podatka o realni količini Ab. 
Glede na naše rezultate bi bila zamenjava testa primerna, vendar je preizkus antigenske 
specifičnosti Ab še vedno priporočljiv, na primer s testom DIBA, zaradi izgub afinitete Ab 
ob mutacijah hibridomov in slabše stabilnosti Ab v gojišču. 
 
Na koncu bi radi še poudarili dejstvo, da naši rezultati temeljijo na poskusih z dvema 
različnima hibridomoma. Kljub temu, da se nekatere ugotovitve skladajo pri obeh 
hibridomih, je zaradi velike raznovrstnosti hibridomov potrebna optimizacija vsakega 
hibridoma posebej.  
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6 SKLEPI 
 
V okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Hibridomi v brezserumskih gojiščih SFM (CCM1) in TurboDoma pri nižjih 
nasaditvenih koncentracijah ne rastejo. 
 Hibridomi so imeli v gojišču TurboDoma kljub slabši rasti najvišjo produkcijo 
mAb. 
 Najboljše gojišče za rast hibridoma in produkcijo Ab je treba izbrati za vsak 
hibridom posebej. 
 Na antigen specifičen test ELISA bi lahko zamenjali s komercialnim na antigen 
nespecifičnim testom ELISA, ki določa celokupno koncentracijo mAb. 
 Hibridomi proizvajajo Ab tudi v fazi odmiranja, vendar lahko pride do izgub 
sposobnosti vezave Ag. 
 Rasti naših dveh hibridomov v posodi z mešalom Wheaton Celstir nismo mogli 
dokazati. 
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7 POVZETEK 
 
Hibridomi, pridobljeni s hibridomsko tehnologijo, so hibridi med celico B in mielomsko 
celico. Uporabljamo jih za proizvodnjo mAb v laboratorijskem obsegu. Monoklonska 
protitelesa (mAb) so pogost produkt v biofarmacevtski, uporabljajo se pri terapijah in v 
diagnostiki. V manjšem obsegu jih v laboratoriju gojimo v običajnih gojitvenih posodah 
(T25, T75), pojavlja se tudi uporaba posod z mešali in manjših biorektojev za enkratno 
uporabo. V sklopu magistrskega dela smo želeli primerjati rast in produkcijo hibridomov v 
različnih gojiščih in načinih gojenja. Želeli smo določiti način gojenja in pogoje, ki 
omogočajo pridobivanje največje količine protiteles v najkrajšem času. Ker se običajno za 
določanje količine mAb za potrebe naročnikov uporablja test, ki določa titer Ab, smo 
dodatno želeli uvesti še metodo določanja absolutne koncentracije mAb. 
 
V prvem delu naloge smo določili dinamiko rasti hibridomov pri treh različnih 
nasaditvenih koncentracijah, v treh različnih gojiščih: DMEM z 10 % FBS, CCM1 (SFM) 
in v TurboDoma z 2- in 4-mM L-Gln. Hibridome smo gojili v gojitvenih posodah T25. 
Hibridomi v brezserumskih gojiščih (SFM in TurboDoma) pri nižjih nasaditvenih 
koncentracijah ne rastejo. V SFM je bilo to pri 10
3
 celic/ml in manj, v TurboDoma pa pri 
10
4
 celic/ml in manj. Najvišje gostote (okoli 1,5 x 106 celic/ml) so hibridomi dosegli v 
gojišču DMEM s serumom (10 % FBS), višja koncentracija glutamina je prav tako 
pozitivno vplivala na višje gostote. Serum in glutamin sta imela pozitiven vpliv tudi na 
viabilnost hibridomov. Rasti v posodi z mešalom Wheaton Celstir nismo uspeli dokazati. 
 
V drugem delu naloge smo določali produktivnost hibridomov v različnih gojiščih pri 
nasaditveni koncentraciji 10
5
 celic/ml v navadnih gojitvenih posodah T25. Določali smo jo 
z na antigen specifičnim testom ELISA in s komercialnim testom ELISA, ki meri 
koncentracijo IgG, ki niso Ag specifična. Ugotovili smo, da v zadnjih dneh gojenja, ko 
hibridomi odmirajo, ti najverjetneje še vedno proizvajajo Ab. Možno pa je tudi, da je bil 
porast zaznanih Ab posledica sprostitve že prej nastalih Ab iz citoplazme hibridomov. 
Količina na Ag specifičnih Ab takrat upade ali pa se ustali, medtem ko celokupna količina 
Ab lahko še vedno narašča. Predvidevamo, da takrat nekatera Ab izgubijo afiniteto do 
vezave Ag, najverjetneje zaradi pogojev v izrabljenem gojišču. Najboljši pogoji za 
produkcijo Ab so bili v gojišču TurboDoma, kjer smo izmerili najvišje koncentracije mAb 
(215 µg/ml). Večja celična gostota ni nujno pomenila več produkta. V gojišču TurboDoma 
so hibridomi dosegli nekoliko nižje gostote kakor v DMEM z 10 % FBS, proizvedli pa so 
do 3-krat več Ab. Zaključujemo, da bi bilo za pridobitev kvalitetnejših protiteles gojenje 
treba ustaviti kakšen dan ali dva prej, da ne bi prišlo do nepotrebnih izgub specifičnosti na 
Ag. Potrebne bi bile še podrobnejše analize. 
 
Rezultati o količini mAb dveh različnih testov bi se morali ujemati, vendar nekoliko 
odstopajo. Z na antigen specifično ELISO zaznamo nekoliko manj Ab kakor s 
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komercialnim testom ELISA, ki določa koncentracijo mAb. Prvi meri specifičnost Ab za 
Ag, drugi pa določa količino IgG neodvisno od specifičnosti za Ag. Kljub temu 
zaključujemo, da bi bila zamenjava testa za določanje količine produkta za potrebe 
naročnikov ustrezna, vendar bi bilo sprotno spremljanje specifičnosti Ab za Ag 
priporočljivo zaradi možnih mutacij hibridomov in izgube afinitete Ab, kar je nezaželeno. 
 
Optimizacija je priporočljiva za vsak hibridom zaradi raznovrstnosti in specifičnosti 
hibridomov. V prihodnje bi bilo zanimivo primerjati še produkcijo mAb pri nižji 
nasaditveni koncentraciji (5 x 10
4
 celic/ml), če bi tako zaradi nekaj dni daljšega gojenja 
dosegli večje izkupičke. Za rast hibridomov v posodi z mešalom Wheaton Celstir so 
potrebne nadaljnje raziskave, mogoče celo z drugimi kloni hibridomov. 
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PRILOGA A 
 
Dinamika rasti hibridomov v gojiščih brez seruma z nasaditvenimi koncentracijami 104 in 
10
3
 celic/ml 
 
 
 
Priloga A1: Rast hibridomov v gojišču TD z 2 (siva barva) in 4 mM L-Gln (črna barva). Neprekinjena črta 
predstavlja koncentracijo celic, prekinjena pa viablinost celic. 
 
 
 
 
Priloga A2: Rast hibridomov v gojišču SFM z začetno koncentracijo 103 celic/ml. Neprekinjena črta 
prikazuje koncentracijo celic, prekinjena pa viabilnost. 
  
 
